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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Análise de polimorfismos no gene PKLR e associação com a hanseníase 

 

RESUMO 

 

Ohanna Cavalcanti de Lima Bezerra 

 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica provocada pelo patógeno intracelular 

obrigatório Mycobacterium leprae. Dado à baixa variabilidade desse bacilo, aliado à 

variedade de formas clínicas desenvolvidas na hanseníase, sugere-se que o componente 

genético do hospedeiro é o grande responsável pelo desenvolvimento da doença. Até o 

momento, polimorfismos de base única (SNPs) em diversos genes foram associados com a 

predisposição à hanseníase em estudos independentes em diferentes populações. 

Recentemente, SNPs no gene PKLR foram associados ao risco de desenvolvimento da 

hanseníase pelo nosso grupo. Na tentativa de melhor investigar o efeito de suscetibilidade 

desse gene a patógenos intracelulares, o presente estudo avaliou a associação de SNPs 

adicionais do PKLR com a hanseníase na população Brasileira e com a tuberculose na 

população de Moçambique. Os parâmetros funcionais relacionados aos marcadores do PKLR 

também foram avaliados. Inicialmente, foi feita uma seleção de SNPs a partir da busca nos 

dados do HapMap. Estes SNPs foram genotipados em um estudo de associação seguindo um 

desenho do tipo caso-controle na população do Rio de Janeiro. Os resultados mostraram uma 

associação significativa de suscetibilidade a hanseníase para os SNPs rs11264355, 

rs11264359, rs4620533 e rs4971072 na população do Rio de Janeiro, assim como para o 

haplótipo rs11264355G/rs11264359G/rs4620533G/rs49710729. Em seguida, os SNPs 

rs4620533 e rs4971072 foram usados para um segundo estudo de associação do tipo caso-

controle em uma população de Moçambique, onde não foi verificada associação com a 

tuberculose. Paralelamente, foi realizado o sequenciamento do éxon 11 do PKLR em 

populações com diferentes backgrounds genéticos e o perfil de desequilíbrio de ligação destas 

populações foi caracterizado. O resultado expandiu a análise de SNPs deste trabalho e 

contribuiu para definir “tag SNPs” ligados aos marcadores de risco. Em seguida, a relação 

genótipo-fenótipo foi avaliada através da análise de parâmetros sanguíneos e da atividade da 

enzima piruvato quinase (PK). Os genótipos associados no estudo genético mostraram estar 

relacionados com o aumento de ferritina em indivíduos sadios. Posteriormente, estes 

genótipos sugeriram associação com o aumento de haptoglobina em indivíduos sadios e em 

pacientes. Por fim, não foram observadas alterações nos níveis de atividade da PK em função 

dos genótipos. Os achados do presente estudo confirmam a associação genética do PKLR com 

suscetibilidade à hanseníase na população do Rio de Janeiro, assim como sugere a correlação 

entre os marcadores genéticos e os níveis de ferritina e haptoglobina.  O dado genético 

integrado aos resultados funcionais sugere um potencial efeito biológico que poderia propiciar 

o risco ao desenvolvimento de doenças por patógenos intracelulares.  
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

Analisys of polymorphins in the PKLR gene and association with leprosy 

 

ABSTRACT 

 

Ohanna Cavalcanti de Lima Bezerra 

 

Leprosy is a chronic infectious disease caused by the obligate intracellular pathogen 

Mycobacterium leprae. Given the low variability of the bacile with the variety of clinical 

phenotype exhibited in leprosy, it is suggested that the genetic componente of the host is 

responsable to leprosy development. Until now, single nucleotide polymorphisms (SNPs) in 

many genes were associated with leprosy predisposition in independente studies and 

population. Recently, SNPs in the PKLR gene were associated with leprosy susceptibility by 

our group. Aiming to investigate the susceptibility to intracellular pathogens, this study 

evaluated the association of additional SNPs of the PKLR in a Brazilian population, followed 

by an case-control study with tuberculosis in a Mozambique population. Functional 

parameters correlated to the polymorphic variants were also evaluated. Initially, using the 

HapMap population data, we performed an analysis to search for SNPs which were tested in 

an case-control association study. Results showed a significant susceptibility association with 

leprosy within SNPs rs11264355, rs11264359, rs4620533 and rs4971072 in Rio de Janeiro 

population. In addition, we demonstrated that the haplotype 

rs11264355G/rs11264359G/rs4620533G/rs4971072G was significantly associated with 

leprosy susceptibility in this population. Then SNPs rs4620533 and rs4971072 were tested in 

a case-control study with a Mozambique population and no association with TB was verified. 

In parallel, we sequenced the PKLR exon 11 in order to seek new SNPs in the region and 

characterize the linkage disequilibrium profile in populations with different genetic 

backgrounds. This result has expanded the SNPs analysis of this work and contributed to 

define "tag SNPs" linked to risk markers. Also the genotype-phenotype relationship was 

assessed by the analysis of blood parameters and pYRIvate kinase (PK) activity. The 

genotypes were correlated with increased ferritin and haptoglobin levels in healthy individuals 

and they were significantly associated with increased haptoglobin in leprosy patients. 

Posteriorly, no changes were observed in PK activity within the genotypes. This study 

confirmed the genetic association of PKLR with leprosy susceptibility in Rio de Janeiro 

population. Thus these findings reinforces the genetic association of PKLR with leprosy in the 

population of Rio de Janeiro, as well as identified a correlation between the genetic markers 

and ferritin and haptoglobin levels. Functional results suggested a potential biological effect 

of the variants that could provide risk to the development of intracellular pathogens.  



1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



2 

 

1.1 - Hanseníase 

1.1.1 - Modelo de estudo  

 

A hanseníase é uma doença infecciosa crônica debilitante que apresenta como agente 

etiológico o Mycobacterium leprae. Esse patógeno desenvolve-se preferencialmente nas 

regiões superficiais do corpo, como a pele e os nervos periféricos (Shepard, 1965). A doença 

manifesta-se por manchas eritematosas que apresentam limites imprecisos na pele. Essas 

lesões podem ser acompanhadas de perda de sensibilidade térmica, queda de pêlos e perda de 

tônus muscular. O acometimento neural pode levar a alteração de sensibilidade. A ausência de 

tratamento da doença pode, progressivamente, levar à deformação dos membros e danos 

físicos irreversíveis.  

Após a introdução da poliquimioterapia (PQT) pela Organização Mundial de Saúde 

(OMS) na década de 1980, observou-se uma queda na prevalência da hanseníase no mundo. 

Atualmente, os índices de detecção permanecem altos pois uma série de obstáculos para o 

controle da doença ainda são observados. Em torno de 216 mil novos pacientes foram 

diagnosticados no mundo no ano de 2013, sendo que 30 mil deles ocorrem no Brasil (OMS, 

2013). Há dificuldade para o diagnóstico precoce, principalmente nas regiões mais carentes 

do país. Além disso, a baixa condição socioeconômica da população em contato com os 

pacientes é um grande problema para se controlar a doença.  Aliado a esses fatores, ainda não 

está claro como ocorre o desenvolvimento da hanseníase. Não existe uma mecanismo direto 

que regule a infecção pelo M. leprae. Sabe-se que o desenvolvimento da doença é 

multifatorial, e muito ainda deve ser estudado para se esclarecer os mecanismos de progressão 

da doença.  

As doenças infecciosas são caracterizadas como doenças complexas, na qual as 

características do patógeno, a genética do hospedeiro e o ambiente atuam de forma conjunta 

para o desfecho da infecção (Alter et al., 2011). A interação entre esses fatores pode resultar 

no desenvolvimento de diferentes quadros clínicos (Chapman & Hill, 2012). A hanseníase foi 

a primeira doença com caráter multigênico a ser descrita na literatura e representa um bom 

modelo de estudo de doenças infecciosas, já que a baixíssima variabilidade do Mycobacterium 

leprae fortalece a contribuição genética do hospedeiro para o desenvolvimento das formas 

clínicas (Alcais et al., 2009 & Moraes et al., 2006).  Assim, a hanseníase exemplifica a 

complexidade das doenças infecciosas, em que o componente genético do hospedeiro tem 

papel fundamental para o desfecho da doença. Sabe-se que alterações sutis em determinados 

genes podem alterar a predisposição à infecção. Nesse sentido, diversos são os estudos que 
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avaliam o impacto dos polimorfismos genéticos no controle da infecção per se e na 

manifestação das formas clínicas da hanseníase (Sauer et al., 2015). O conjunto de resultados 

desses estudos pode levar ao melhor entendimento das bases moleculares que influenciam no 

desfecho da hanseníase e de outras doenças infecciosas (Prevedello & Mira, 2007). 

 

1.1.2 - Histórico 

 

 A hanseníase é uma das doenças mais antigas do mundo. Sua origem é pré-histórica, 

visto que há evidências arqueológicas provenientes da África e Ásia, porém as teorias sobre a 

etiologia da hanseníase no mundo são controvérsias (Robbins et al., 2009). Os primeiros 

registros textuais sobre a doença apareceram nos papiros egípcios datados de 1550 a.c. 

(Hulse, 1972). Alguns estudos sugerem que a hanseníase teve sua origem na Ásia, a partir de 

evidências em esqueletos encontrados na Índia e Tailândia, e se espalhou para a África e 

Europa no século IV a.C (Molto et al., 2002; Tayles et al., 2004; Robbins et al., 2009). A 

hipótese mais bem aceita, baseada em genômica comparativa e análise filogenética, indica 

que a doença se originou no Oeste africano e foi propagada para outras regiões do mundo pelo 

fluxo de migrações contínuas durante a história da humanidade (Monot et al., 2009). 

Acredita-se que a doença foi introduzida no Brasil por europeus e Africanos durante o 

comércio de escravos no século XVIII (Monot et al., 2005) (Figura 1.1). 

  

 
 

Figura 1.1 - Disseminação global da hanseníase demonstrada pelo padrão de frequência das diferentes 

cepas de M. leprae. O fluxo migratório da doença derivou da comparação de polimorfismos de base única 
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(SNPs) entre bactérias de diferentes regiões de cepas ancestrais. Os círculos indicam a região de origem e a 

proporção da contribuição dos SNPs analisados para as cepas da região. As setas coloridas indicam a direção do 

fluxo migratório da hanseníase que se correlacionam com as rotas de migração humana baseada em estudos 

antropológicos (Adaptado de Monot et al., 2005). 

 

A palavra “lepra” foi originada para designar as deformidades da pele, que incluíam 

dermatoses como a psoríase, e o nome foi mantido durante a tradução do Novo e Velho 

Testamentos para o grego. Por muito tempo o termo “leproso” foi utilizado como estigma 

social, provocando preconceito e isolamento dos pacientes (Colin, 1981). Com isso, 

recentemente o Ministério da Saúde modificou o termo para “hanseníase” ou “doença de 

Hansen”, em homenagem a Gerhard Armauer Hansen, que em 1873 identificou o bacilo. 

 

1.1.3 - Epidemiologia 

 

 Após a administração da PQT, a redução da prevalência (número de casos a cada 

10.000 habitantes) mundial da hanseníase foi expressiva, passando de 1,00 em 1981 para 

valores inferiores a 0,52 em 2000. Porém, apesar dos esforços dos comitês de saúde para 

diminuir os índices da doença, observa-se ainda uma elevada prevalência da hanseníase em 

países onde a doença é endêmica. Na Figura 1.2 é possível observar a prevalência da 

hanseníase no mundo, referente ao ano de 2012, mostrando que o Sudão do Sul apresenta a 

maior prevalência, seguido do Brasil e Libéria, que contém cerca de 1 a 2 casos por 10.000 

habitantes (OMS, 2013).  

 

 

Figura 1.2 - Mapa da prevalência da hanseníase no mundo (OMS, 2013). A prevalência representa o número 

total de casos por 10.000 habitantes. 
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Em 2013, 215.656 novos casos de hanseníase foram reportados em todo o mundo, 

sendo que 13.289 dos pacientes apresentaram deformidades já instaladas. Isto reflete a 

gravidade da hanseníase nos países endêmicos, onde os sistemas de saúde são deficientes na 

detecção precoce da doença. Ainda, do total de novos casos, 9,2% ocorreram em crianças, o 

que mostra que a hanseníase apresenta uma transmissão contínua nesses países (OMS, 2013).    

No Brasil, a hanseníase apresenta-se como grave problema de saúde pública (Penna et 

al., 2009). O país encontra-se em 2º lugar no ranking de detecção anual de novos casos, após a 

Índia (OMS, 2013). As áreas mais endêmicas concentravam-se na região Centro-Oeste, com 

algumas adjacências no Norte e Nordeste. Os municípios que concentram o maior número de 

casos são: Mato Grosso, Pará, Maranhão, Tocantins, Goiás, Rondônia e Bahia (SINAN, 2013) 

(Figura 1.3). Os estados do Sul, em contrapartida, encontram-se em uma fase de estabilização 

da endemia, apresentando coeficiente de detecção de 0,75 por 10.000 habitantes em 2002 

(Magalhães, 2007). Entretanto, apesar da diminuição da endemia, os novos casos 

diagnosticados normalmente já apresentam grau de incapacidade 2. Os dados sugerem a 

necessidade de reforçar a atenção básica e a vigilância em saúde.  

 

Figura 1.3 - Análise da taxa de detecção geral de hanseníase no Brasil no período de 2011-2013. Os 

números (1-10) representam os 10 clusters de maior risco relativo (SINAN, 2013). 

 

A distribuição geográfica da doença ocorre preferencialmente em países de baixa 

condição socioeconômica, onde há deficiência no sistema de saneamento básico e 
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concentrações de aglomerados populacionais. Por conta desse quadro, a OMS instituiu a 

Estratégia Global Aprimorada para reduzir a hanseníase no mundo no período de 2011-2015. 

A meta defende a redução de 35% dos valores de novos casos com deformidade tipo 2 

registrados em 2010 até o final de 2015. No Brasil, este programa de eliminação está entre as 

ações prioritárias do Ministério de Saúde. Além disso, programas de detecção em escolares a 

partir do autoexame são associados a campanhas que reúnem ações profiláticas para 

verminoses e tracoma. Entretanto, o monitoramento de casos para proteger indivíduos com 

maior risco de adoecimento, tais como contatos domiciliares que convivem com pacientes, 

não tem a cobertura desejada (OMS, 2013). 

 

1.1.4 - Agente etiológico 

 

O gênero Mycobacterium apresenta mais de 100 espécies de bactérias causadoras de 

doenças em animais e no homem, dentre as quais as mais conhecidas são o Mycobacterium 

leprae e a Mycobacterium tuberculosis.  

A Mycobacterium leprae é uma bactéria gram positiva intracelular obrigatória. Infecta 

preferencialmente macrófagos da pele, onde apresentam-se em aglomerados, e é o único 

bacilo a infectar células de Schwann nos nervos periféricos (Nath, 2015).  Sua descoberta, por 

Amauer Hansen em 1873, tem importância histórica por ter sido a primeira bactéria 

patogênica causadora de doença no homem identificada (Hansen, 1874).  

O M. leprae apresenta-se sob a forma de um bacilo reto ou levemente encurvado com 

as bordas arredondadas. Contém uma estrutura capsular rica em lipídeos, sendo que um deles 

é o PGL-1, que apresenta um grupo fenólico glicolisado quimicamente distinto de outras 

bactérias (Hunter & Brennan, 1981). Por conta disso, a resposta humoral é altamente 

específica ao M. leprae durante a infecção (Spencer et al., 2011).  

  O M. leprae é um bacilo álcool-ácido resistente (BAAR) e a sua visualização é 

possível através da coloração de Ziel-Nielsen. É uma bactéria patogênica que tem 

desenvolvimento lento, em temperaturas abaixo de 37º C, e não cresce em meios de cultura 

axênicos in vitro, o que dificulta as investigações acerca da biologia durante a infecção. O 

modelo de infecção em camundongos constitui uma alternativa para o estudo da patogênese 

da hanseníase, permitindo o crescimento de bacilos viáveis para os estudos estruturais e 

bioquímicos (Nogueira et al., 1999). A bactéria é inoculada no coxim plantar de camundongos 

BALB/c ou de camundongos atímicos (nude), e, 6 a 9 meses depois, apresentam um maior 

número de bacilos viáveis para estudo (Shepard, 1962; Truman & Krahenbuhl, 2001). Outro 
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modelo de infecção utilizado para o estudo do M. leprae é o tatu (Dasypus novemcinctus) 

(Kirchheimer, 1975). Durante mais de mil anos acreditou-se que o homem era o único 

hospedeiro natural do M. leprae (Monot et al., 2009). Porém, em 1975, Kirchheimer detectou 

a ocorrência da doença em tatus de nove bandas no sul dos Estados Unidos (Truman, 2005). 

Assim, o modelo de infecção nestes tatus também tem sido proveitoso para o entendimento da 

patogênese da hanseníase, especificamente para o dano neural provocado pelo M. leprae 

(Sharma et al., 2013). 

O genoma do Mycobacterium leprae é altamente conservado e apresenta um total de 

3,31 Mb. Ao longo da evolução, essa espécie sofreu reduções no seu genoma, resultando na 

perda de genes importantes do metabolismo (Cole et al., 2001; Monot et al., 2009). O M. 

leprae contém o menor genoma do gênero Mycobacterium sequenciado até o momento. A 

evolução redutiva dessa bactéria foi responsável por eliminar mais de 2000 genes que 

provavelmente estariam envolvidos nas funções catabólicas, na cadeia oxidativa e 

respiratória, na produção de sideróforos e em vários circuitos regulatórios (Cole et al., 2001). 

A Tabela 1.1 compara as principais diferenças entre as espécies M. tuberculosis e M. leprae, 

demonstrando a extensiva redução de genes durante a evolução. Observa-se que o genoma do 

M. tuberculosis é maior e 90% dos seus genes codifica para proteínas funcionais, enquanto 

apenas 49,5% do genoma do M. leprae contém genes funcionais (Cole et al., 1998). Sugere-se 

que a perda de genes ocorreu devido a uma evolução adaptativa do bacilo, que alterou sua 

forma de vida livre para o parasitismo no nicho intracelular (Monot et al., 2009).  

 

Tabela 1.1 - Comparação entre os genomas de M. leprae e M. tuberculosis (adaptado de Cole et al., 2001). 

Característica M. leprae M. tuberculosis 

Tamanho do genoma (pb) 3.268.203 4.411.532 

G+C (pb) 57,8 65,6 

Proteínas codificadas (%) 49,5 90,8 

Genes codificantes (no) 1.604 3.959 

Pseudogenes (no) 1.116 6 

Densidade gênica (pb por gene) 2.037 1.114 

 

Uma notável característica do M. leprae é a presença de muitos pseudogenes, que 

ocupam mais da metade do genoma (Singh & Cole, 2011) (Figura 1.4). Acredita-se que essa 

característica, associada a perda de genes, possa ser responsável pelo longo período de 

crescimento da bactéria (Cole et al., 2009). Apesar da evolução redutiva, a comparação entre 

diferentes cepas de M. leprae mostram que a variabilidade genética entre elas é baixa, ou seja, 
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as bactérias obtidas de regiões isoladas são praticamente indistinguíveis (Monot et al., 2005). 

Nesse sentido, a comparação de amostras obtidas de corpos bem preservados com 800-1000 

anos de idade sugere que o M. leprae praticamente não sofreu mudanças genéticas, portanto o 

bacilo não alterou sua virulência ao longo dos anos (Schuenemann et al., 2013). 

 

 

 
Figura 1.4 - Distribuição dos genes de M. leprae e M. tuberculosis de acordo com a categoria funcional. O 

número de genes totais (cinza) e de pseudogenes (vermelho) do M. leprae, assim como o número dos genes 

totais (verde) do M. tuberculosis são mostrados nas barras em vertical. As categorias funcionais representadas 

pelos números 1-28 foram definidas no quadro (Adaptado de Cole et al., 2001).  

 

1.1.5 - Classificação da hanseníase 

 

Diante da exposição ao M. leprae, a maioria dos indivíduos apresentam resistência 

frente a infecção ao bacilo, ou seja, dentre os que se infectam, apenas uma minoria progride 

para a doença ativa. Essa situação pode ser influenciada por múltiplos fatores como: a relação 

entre patógeno, meio ambiente e genes do hospedeiro. A intensidade da resposta imune 

desenvolvida frente ao bacilo reflete a progressão da doença para os diversos fenótipos 

(formas clínicas), que podem desenvolver-se até 30 anos após a infecção (Moraes et al., 

2006). Acredita-se que, após a infecção, o indivíduo passa por um estágio de latência, no qual 

a doença pode permanecer assintomática por um longo período. Após esse estágio, a doença pode 

progredir para uma forma clínica inicial e transitória denominada intermediária (I) 

(Eichelmann et al., 2013). Aqueles que não são capazes de eliminar a micobactéria nesses 

estágios progridem para uma das formas clínicas estáveis da doença (Figura 1.5).  
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A etapa da classificação é de grande importância para o diagnóstico, pois é utilizada 

para determinar o tipo de tratamento apropriado. A classificação mais utilizada em pesquisa é 

a de Ridley e Jopling (1966), que propõe a existência de um espectro de formas clínicas 

segundo o estágio clínico e imunológico dos pacientes. A hanseníase é subdividida em 5 

formas clínicas:  tuberculóide (TT), borderline tuberculóide (BT), boderline boderline (BB), 

borderline lepromatosa (BL) e lepromatosa (LL). As formas TT e LL representam os pólos 

que exibem as formas localizada e disseminada da doença, respectivamente. Os pacientes LL 

apresentam numerosas lesões com grande chance de comprometimento neural. Nesse pólo a 

resposta imune humoral (Th2) é predominante, com perfil de citocinas ineficientes no 

controle do bacilo (IL-10 e IL-4) e, por isso, apresenta uma alta carga bacilar. Os indivíduos 

TT têm poucas lesões com bordas elevadas e bem delimitadas. Nesse pólo há maior atividade 

da imunidade celular (Th1), que induz a produção de citocinas tais como a IL-2 e IFN-, que 

vão ativar as respostas microbicidas. Com isso, o macrófago consegue conter a disseminação 

dos bacilos, e por conta disso, a baciloscopia é baixa ou negativa. Entretanto, a resposta imune 

celular intensifica o dano tecidual observado na lesão. Entre estes polos estão as formas 

intermediárias, que apresentam imunidade instável variando de acordo com a proximidade a 

cada forma polar (Ridley & Jopling, 1966). Ainda, existe a forma neural pura (NP), que se 

caracteriza pela ausência de lesões na pele e espessamento de nervos. Normalmente, o 

diagnóstico deste quadro é mais dependente de técnicas laboratoriais como histopatologia ou 

PCR da biópsia de nervo (Jardim et al., 2005). 
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 Figura 1.5 - Patogênese da hanseníase e classificação das formas clínicas. Após a exposição, indivíduos 

suscetíveis progridem para uma das formas clínicas que dependem do tipo de resposta imune desenvolvida pelo 

hospedeiro. Os fatores genéticos influenciam os diferentes estágios desse modelo. LL – lepromatoso-

lepromatoso; BL – borderline-lepromatosa; BB - borderline-borderline; BL – borderline-tuberculóide; TT – 

tuberculoide- tuberculoide. Os estágios reacionais compreendem o ENH (eritema nodoso hansênico) e a RR 

(reação reversa) (Adaptado de Mira, 2006 e Sauer, 2015). 

 

Existe também a classificação operacional da OMS (1982) formulada para auxiliar no 

tratamento. Essa classificação é baseada no número de lesões e na carga bacilar, dividindo os 

pacientes em paucibacilares (PB) e multibacilares (MB). Pacientes paucibacilares apresentam 

baciloscopia negativa e os pacientes multibacilares apresentam índice baciloscópico positivo. 

Quando não é possível realizar a baciloscopia, os pacientes são classificados de forma prática 

segundo o número de lesões. Os pacientes paucibacilares apresentam não mais que 5 lesões de 

pele, enquanto os multibacilares contém 6 ou mais lesões.  

Os episódios reacionais são processos inflamatórios intensos que acometem 

repentinamente os pacientes durante qualquer estágio da doença. Estes estágios de reações 

exacerbadas podem ocorrer ainda antes ou depois do início do tratamento e até pós-cura 

(Sauer et al., 2015). As perturbações imunológicas que levam aos episódios reacionais ainda 



11 

 

não são entendidas, no entanto, postula-se que as formas polares são mais estáveis, enquanto 

as formas intermediárias são mais propensas a desenvolver esses estágios (Nath, 2015). 

A reação tipo 1, ou reação reversa (RR), é um quadro de inflamação aguda na pele e 

em nervos que ocorre principalmente em pacientes das formas borderline. Nesse episódio, há 

aumento das citocinas IL-2, IFN-- e TNF e diminuição das citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, 

evidenciando que a RR parece estar associada ao súbito aumento da imunidade celular 

direcionada a antígenos de M. leprae (Yamamura et al., 1991).  

A reação tipo 2, ou eritema nodoso hansênico (ENH), é um episódio crônico que 

ocorre com mais frequência em pacientes lepromatosos e borderline-lepromatosos. 

Manifesta-se por lesões eritematosas e nódulos inflamados acompanhados de sintomas 

sistêmicos como febre, prostração e dor. As reações tipo 1 e 2 ocorrem separadamente, mas 

podem progredir no mesmo paciente em momentos distintos (Kahawita et al., 2008). 

Acredita-se que os estágios reacionais compartilham os mesmos mecanismos de controle 

molecular, já que o perfil de citocinas liberados em ambos os episódios é semelhante (Moraes 

et al., 1999; Scollard et al., 2006). 

 

 

1.1.6 - Transmissão 

 

 Admite-se que a transmissão do Mycobacterium leprae se dá pela inalação do bacilo 

devido ao contato contínuo com pacientes multibacilares sem tratamento. O material genético 

do bacilo já foi identificado na mucosa nasal e swab bucal de pacientes e contatos 

domiciliares (Patrocínio et al., 2005). Portanto, a hipótese mais bem aceita é a de que a 

mucosa nasal é a via principal de entrada e saída da micobactéria e a mucosa oral seria o 

segundo sítio envolvido na transmissão. Vale a pena ressaltar que pacientes paucibacilares 

eventualmente podem apresentar uma carga bacilar alta o suficiente para viabilizar a 

transmissão (Martinez et al., 2010). 

O ambiente intradomiciliar é o principal foco de transmissão e uma atenção especial 

para os familiares que vivem conjuntamente com os pacientes (contatos domiciliares) deve ser 

dada. Sabe-se que contatos de pacientes multibacilares apresentam cinco vezes mais chances 

de adoecer quando comparados com a população geral (Fine et al., 1997). Assim, é possível 

especular que quanto mais intenso o contato, maior a exposição. No entanto, foi visto que a 

transmissão entre cônjuges é menor do que entre outros membros da família. Isso pode ser 

explicado devido às diferenças genéticas individuais, considerando-se que, ao contrário dos 
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cônjuges, entes familiares compartilham as mesmas características genéticas do caso índice 

(paciente da família) (Joyce et al., 2012). 

Por outro lado, a existência de poucos pacientes multibacilares em determinadas áreas 

sugere outras fontes de infecção (Guinto, 1941). Nesse sentido, têm-se discutido a provável 

disseminação da hanseníase como uma zoonose através da transmissão pelo tatu, pois já foi 

evidenciada a existência de bacilos nesses animais selvagens (Truman et al., 2005). O estudo 

do grupo do Dr. Richard Truman com a cooperação do Dr. Stewart Cole demonstrou que o M. 

leprae isolado de casos de hanseníase autóctone nos EUA apresentavam o mesmo genótipo de 

cepas isoladas de tatu (Truman et al., 2011). Outro estudo epidemiológico evidenciou que 

pacientes que não têm histórico de casos de hanseníase na família mantinham o hábito de 

consumo da carne de tatu (Deps et al., 2003). A confirmação dessa via de transmissão envolve 

outras estratégias de controle, dificultando ainda mais a erradicação da hanseníase. 

 

 

1.1.7 – Diagnóstico e tratamento 

 

O diagnóstico de hanseníase á basicamente clínico, realizado através da verificação de 

sinais periféricos como manchas e lesões na pele, espessamento de nervos e perda de 

sensibilidade e força muscular. O exame clínico é acompanhado do questionamento do 

histórico familiar do indivíduo, visando verificar o contato prévio com pacientes. 

Exames complementares como a baciloscopia e a histopatologia ajudam no 

diagnóstico e são realizados em centros com estrutura laboratorial. A baciloscopia é feita para 

identificar bacilos no esfregaço de linfa cutânea, que é coletada dos lóbulos das orelhas, 

cotovelos e joelhos. Esse método permite a avaliação qualitativa e quantitativa dos bacilos 

após a coloração pelo método Ziehl-Neelsen (Cocito et al., 1985). Porém, algumas formas 

clínicas podem apresentar baciloscopia negativa, e requerem a utilização de outros métodos 

para o diagnóstico. O exame histopatológico é realizado pelas colorações de hematoxilina-

eosina e Fite-Faraco, que evidencia bacilos álcool-ácido-resistentes (Lastória et al., 2014). A 

histopatologia evidencia a morfologia do tecido de biópsias de pele e nervos sensitivos de 

pacientes, permitindo a identificação de infiltrado mononuclear, epitélio granulomatoso e 

fibrose, características essenciais das lesões hansênicas (Antunes et al., 2012).  

 Testes sorológicos também são utilizados para auxiliar no diagnóstico clínico. Nesse 

exame, investiga-se a presença de antígenos como o glicolipídeo fenólico-1 (PGL-1), 

específico de M. leprae, encontrado em abundância na parede celular do bacilo. Utiliza-se 
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ainda ensaios imunoenzimáticos, como o ELISA, para a busca de anticorpos anti-PGL-1 

nesses pacientes. Mais recentemente, testes baseados na detecção de uma proteína de fusão 

denominada LID-1, desenvolvida pelo Institudo de Pesquisa de Doenças Infeciosas (IDRI) de 

Seattle, também têm sido utilizados (Souza et al., 2014). Estes testes mostram uma relação 

direta entre os títulos de anticorpos e a carga bacilar. Detecta-se menos anticorpos (quando 

detectável) em pacientes paucibacilares em relação aos multibacilares (Moura et al., 2008). 

Nesse caso, a detecção sorológica poderia ser utilizada como teste complementar à 

baciloscopia para a classificação clínica (Drüppe et al., 2012). Sendo assim, nos últimos 10 

anos estudos vêm avaliando a detecção sorológica direta em soro ou sangue em sistemas de 

testes rápidos a partir de imunocromatografia em papel (Moura et al., 2014). 

A técnica mais sensível desenvolvida para o diagnóstico de hanseníase é a 

quantificação do DNA de M. leprae por reação em cadeia da polimerase (PCR) (Santos et al., 

1997). Essa técnica também é específica, pois amplifica regiões únicas do genoma do bacilo 

mesmo que esse se encontre em pequenas quantidades no tecido do paciente. Mais 

recentemente, tem-se utilizado a técnica de PCR em Tempo Real como ferramenta para a 

rápida detecção e quantificação da carga bacilar de diferentes regiões do genoma do M. 

leprae, tais como o RNAr 16S, sodA, o elemento repetitivo RLEP e o complexo de antígenos 

85B (Martinez et al., 2011). Além disso, essa técnica permite a amplificação do genoma do 

bacilo em amostras de linfa, sangue, secreção nasal e biópsias, auxiliando em casos de difícil 

diagnóstico com histopatologia inconclusiva (Martinez et al., 2006; Martinez et al., 2014). No 

entanto, independentemente da existência de métodos sorológicos e moleculares, não há 

aplicação dessas metodologias na rotina da atenção básica, o que torna difícil o diagnóstico e 

a classificação clínica. Com isso, o diagnóstico tardio tem sido um dos grandes obstáculos ao 

controle da hanseníase, pois inviabiliza o tratamento anterior ao acometimento neural e 

prejudica o bloqueio da transmissão.  O tratamento do paciente após o diagnóstico é essencial 

para interromper o fluxo do bacilo no ambiente domiciliar.  

A PQT, instituída pelo Ministério da Saúde segundo os critérios da OMS, é 

administrada conforme a classificação operacional dos pacientes, como mostrado na Tabela 

1.1. O coquetel baseia-se na associação oral e supervisionada de rifampicina, dapsona e 

clofazimina (apenas em pacientes multibacilares) para se evitar resistência bacteriana ao 

medicamento. O tratamento é gratuito, e para garantir que ele ocorra corretamente, evitando a 

recidiva, é necessária supervisão dos centros de saúde.  
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Tabela 1.2 - Esquema padrão de tratamento da hanseníase (OMS, 1982). 

Classificação do 

paciente 

PQT Duração 

Paucibacilar Rifampicina (600mg mensal) 6 meses 

Dapsona (100mg diária) 

Multibacilar Rifampicina (600mg mensal) 12 meses 

Dapsona (100mg diária) 

Clofazimina (300mg mensal e 50mg diária) 

 

 

 

1.1.8 - Estratégias de estudo genético em hanseníase 

 

A heterogeneidade de formas clínicas e a variabilidade na suscetibilidade per se a 

doenças infecciosas levou os pesquisadores a concluir, ao longo dos anos, que o componente 

genético do hospedeiro tem importância central no desenvolvimento das doenças infecciosas 

(Alcaïs et al., 2007). No caso da hanseníase, a hipótese da existência de um componente 

hereditário vem sendo investigada desde a Idade Média (Prevedello et al., 2007). A influência 

genética na predisposição à hanseníase foi confirmada, inicialmente, em estudos 

observacionais em gêmeos, análise de agregação familiar (pedigrees) e segregação complexa. 

Estes estudos comprovaram a herança genética na resposta à infecção, porém não evidenciam 

os loci genéticos envolvidos. Assim, o passo seguinte foi a compreensão da natureza 

molecular da região genômica relacionada a predisposição, e para isso foram utilizados 

estudos de ligação e associação (Abel et al., 1988; Feitosa et al., 1995).  

Os estudos de ligação e de associação genética são os dois maiores grupos de estudos 

que permitem testar a contribuição dos genes na susceptibilidade a doenças infecciosas. O 

estudo de ligação consiste em identificar regiões cromossômicas ligadas ao fenótipo, as quais 

abrigam diversos genes que podem ser responsáveis pelo desfecho. Este estudo é resultado de 

um mapeamento fino cujo objetivo é localizar genes relacionados ao desfecho em um 

intervalo cromossômico mais estreito possível (Prevedello et al., 2007). O locus candidato a 

ser estudado pode estar em regiões adjacentes à genes anteriormente associados ao desfecho.  

Geralmente, utiliza-se amostras de famílias para avaliar a co-segregação dos marcadores com 

o fenótipo de interesse. O estudo de ligação não tem o poder de resolução na identificação de 

um único gene associado ao desfecho.  Normalmente, esse estudo identifica regiões grandes e 

resulta em genes candidatos para estudos de associação genética (Dawn & Barret, 2005).  



15 

 

O estudo de associação analisa as frequências do marcador genético em um grupo de 

indivíduos afetados e não afetados com o desfecho, determinando de forma mais precisa o 

marcador responsável pelo efeito. Nestes estudos são utilizados genes candidatos 

identificados em estudos em larga escala ou que tenham mostrado uma implicação biológica 

consistente com o desfecho (Pacheco & Moraes, 2009). Os estudos de associação utilizam 

modelos populacionais, frequentemente em desenhos de estudo caso-controle ou grupos de 

famílias (Newport et al., 2011). O estudo de associação tem a vantagem de que o 

recrutamento populacional não apresenta tantas dificuldades como o recrutamento de famílias, 

além de apresentar um poder estatístico aumentado devido a possibilidade de incluir um maior 

número de indivíduos estudados (Risch, 2000). Esse fato torna os estudos de associação caso-

controle os mais bem utilizados em genética epidemiológica. 

Os marcadores genéticos frequentemente avaliados em estudos de associação são os 

polimorfismos de base única (SNPs), sequências repetitivas em tandem (VNTRs), 

microssatélites (STRs) e variação no Número de Cópias (CNV). Devido à dificuldade 

encontrada na genotipagem de marcadores multialélicos (STRs e VNTRs), utiliza-se 

majoritariamente os SNPs como marcadores em estudos de associação genética (Pacheco & 

Moraes, 2009). Alguns SNPs, denominados "tag SNPs", são mais informativos pois 

representam blocos de marcadores em desequilíbrio de ligação (LD), permitindo inferir sobre 

a presença e associação dos demais, auxiliando no mapeamento de marcadores na região 

(Stram et al., 2004).  

Estes marcadores são testados em populações de casos e controles, sendo que estes 

últimos correspondem aos indivíduos sadios representativos da população de onde vieram os 

pacientes. Isso denota que os controles devem ser coletados da mesma área geográfica dos 

pacientes, onde todos os indivíduos sofreram a mesma exposição ambiental ao desfecho. Esse 

ponto é uma desvantagem para esse tipo de estudo, pois há certa dificuldade de recrutamento 

de indivíduos que de fato representam a mesma população de origem dos pacientes (Cardon 

& Bell, 2001). Sendo assim, a seleção bem definida do fenótipo a ser chamado de caso e o 

agrupamento adequado de controles são processos cuidadosos para o desenho de estudo.  

Além disso, ainda há a desvantagem da estratificação populacional, que pode enviesar o 

resultado final de associação. A estratificação ocorre quando a casos e controles apresentam 

frequências alélicas distintas em virtude de características intrínsecas de cada população e não 

do desfecho de interesse. Isso ocorre porque nem sempre indivíduos de ambos os grupos 

compartilham os mesmos hábitos sócio-demográficos. Portanto, algumas variáveis que 



16 

 

poderiam confundir o resultado devem ser corrigidas durante a análise, evitando erros bruscos 

na relação entre exposição e desfecho (Pacheco & Moraes, 2009). 

Nesse âmbito, uma alternativa ao estudo caso-controle populacional é o uso de 

amostras de famílias. O desenho de famílias é composto por trios, na qual se têm os pais 

biológicos e o filho afetado, onde avalia-se o padrão de transmissão do alelo marcador de pais 

heterozigotos para o filho doente (Strachan & Read, 2002). Nesse caso, verifica-se se o 

padrão de transmissão do alelo difere do esperado utilizando os testes de desequilíbrio de 

transmissão (TDT). O estudo em famílias elimina o viés de estratificação populacional devido 

ao controle genético interno, uma vez que os alelos não transmitidos pelos pais são utilizados 

como controle daqueles que foram transmitidos. Contudo, esse desenho também apresenta 

limitações, pois o número de famílias exigidas para um poder estatístico robusto é elevado. 

Além disso há dificuldade em recrutar famílias informativas já que os genótipos dos 

indivíduos são inferidos depois do recrutamento das mesmas (Cardon & Palmer, 2003). 

Mais recentemente, os estudos pangenômicos de associação ou GWAS (do inglês, 

Genome wide association study) têm permitido a identificação de genes supostamente não 

relacionados ao desfecho de interesse (Marquet & Schurr, 2001). O GWAS permite avaliar 

milhares de polimorfismos genéticos presentes ao longo do genoma e identificar marcadores 

associados ao desfecho de interesse independemente de hipóteses a priori. Estes estudos vêm 

ganhando força nos últimos anos, devido à identificação de importantes genes associados a 

doenças complexas, além de apresentarem maior poder de associação devido ao grande 

número populacional (Pearson & Manolio, 2008). Contudo, embora estes estudos sejam 

poderosos, acabam gerando uma quantidade imensa de resultados, tornando difícil a completa 

análise e interpretação dos dados (Prevedello & Mira, 2007). 

A associação genética do marcador com o desfecho pode ainda ser corroborada através 

de estudos de replicação realizados em outras populações, assim como a utilização de 

estratégias como a meta-análise na tentativa de estabelecer uma estimativa de associação que 

reflita um consenso entre a literatura. Além disso, abordagens funcionais, como expressão 

gênica e dosagem do perfil de citocinas ou proteínas são etapas importantes para tentar 

desvendar o papel biológico do marcador associado ao desfecho. A Figura 1.6 ilustra as 

principais estratégias utilizadas para o estudo de doenças infecciosas. Dentre as abordagens, a 

minuciosa escolha do estudo é de vital importância para o mapeamento e confirmação de 

genes associados à doença (Moraes et al., 2006). 
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Figura 1.6 - Estratégias de estudo genético em doenças infecciosas. Os genes candidatos são escolhidos com 

base em hipótese a priori ou a partir de estudos em larga escala. O GWAS faz um rastreamento de SNPs ao 

longo do genoma e resulta em genes candidatos a serem testados em estudos de associação. Estes são realizados 

a partir de desenhos populacionais (caso-controle) ou em famílias. As etapas de replicação, meta-análise e 

validação funcional são essenciais para confirmar as associações encontradas. (Adaptado de Cardoso et al., 

2011). 

 

 

1.1.9 - Genes associados à hanseníase 

 

1.1.9.1 - Resposta imune inata 

 

 A resposta imune inata regula a entrada dos patógenos na célula via receptores e 

moléculas de sinalização. Os receptores de complemento, receptor de manose, receptores do 

tipo toll e tipo NOD são cruciais para o reconhecimento e entrada da bactéria na célula e para 

a ativação de macrófagos. Dada a participação chave desses receptores na resposta imune 

inata mediante a infecção pelo M. leprae, a identificação de SNPs que possam modificar a 

expressão ou ativação desses receptores é de grande interesse para se entender a predisposição 

à doença. 
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O primeiro estudo de rastreamento genômico em hanseníase foi conduzido em 

famílias Indianas e detectou a ligação de um locus de suscetibilidade na região 10p13 

(Siddiqui et al., 2001). O mapeamento fino da região evidenciou a associação do gene MRC1, 

que codifica o receptor de manose (MR), relacionado com a internalização do M. leprae. O 

mapeamento foi realizado com base em um estudo de associação caso-controle e em famílias 

recrutados no Vietnã e no Brasil. Como resultado, variações do gene de MRC1 foram 

associadas ao desenvolvimento da hanseníase em pacientes multibacilares Brasileiros e 

Vietnamitas (Alter et al., 2010). Porém, essa região também foi associada em pacientes 

paucibacilares Indianos, e até então, nenhuma definição sobre a participação desse gene havia 

sido concluída (Siddiqui et al., 2001). Recentemente, o grupo do Dr. Erwin Schurr verificou a 

associação dos genes de CUBN e NEBL (ligado à região 10p13) ao desenvolvimento de 

hanseníase multibacilar nas famílias Vietnamitas. A partir de então, sugere-se que a região 

10p13 abriga variantes genéticas que têm impacto sobre a polarização da hanseníase (Grant et 

al., 2014).  

Diversos trabalhos já demonstraram a associação dos receptores tipo Toll (TLR1, 

TLR2 e TLR4) com a hanseníase (Suryadevara et al., 2012; Suryadevara et al., 2013; Bochud 

et al., 2009). Os receptores TLRs são proteínas transmembrana envolvidas no reconhecimento 

de padrões (PRR) de componentes de microorganismos (Basu et al., 2012). A desregulação 

das vias de TLR está associada a desordens inflamatórias e a suscetibilidade a doenças 

infecciosas (Gay & Gangloff, 2007; Krutzik & Modlin, 2004). Os receptores TLR1/TLR2, 

presentes em monócitos/macrófagos, reconhecem lipoproteínas das micobactérias e ativam 

essas células, normalmente induzindo a produção de vitamina D e peptídeos microbicidas 

(Krutzik et al., 2003; Shin et al., 2010). Já os receptores TLR1/TLR6 estão relacionados a 

persistência do M. leprae nas células de Schwann (Mattos et al., 2011).  

O TLR1 foi o primeiro gene da família de receptores tipo Toll a ser associado à 

hanseníase per se. Wong e colaboradores demonstraram que o polimorfismo +1805T>G 

(I602S), presente na região codificante do TLR1, estava associado a proteção (alelo G) na 

população indiana em estudos em larga escala e em duas replicações independentes (Wong et 

al., 2010). A associação verificada nestes estudos indica a relevância do TLR1 na 

suscetibilidade à hanseníase per se. No entanto, a avaliação funcional é complexa, já que, ao 

contrário do esperado, o alelo G está relacionado com a menor ativação das citocinas pró-

inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF em células estimuladas com o M. leprae (Misch et al., 2008). 

Nesse conteto, Hart e colaboradores sugerem que a resistência provocada pela variante 602S 
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ocorre devido à inibição da produção e circulação de produtos micobacterianos utilizados para 

a subversão da resposta imune (Hart & Tapping, 2012). 

Outro polimorfismo do TLR1 muito estudado é o SNP N248S. Schuring e 

colaboradores demonstraram que o genótipo SS está associado a suscetibilidade a hanseníase 

na população de Bangladesh (Schuring et al., 2009). Recentemente, um trabalho do nosso 

grupo revelou que a variante 248S está associada a suscetibilidade a hanseníase na população 

Brasileira a partir de estudos caso-controle e TDT conduzidos em populações de diferentes 

regiões do país. A presença dessa variante provoca diminuição da razão TNF/IL-10 em 

células polimorfonucleares estimuladas com M. leprae, o que corrobora o achado genético. A 

meta-análise deste estudo com o de Bangladesh confirmou a associação de risco da variante 

248S com a hanseníase (de Sales Marques et al., 2013). 

 Outro receptor relacionado é o da vitamina D, codificado pelo gene VDR, que regula a 

transcrição de fatores da resposta imune contra patógenos e exerce uma variedade de efeitos 

sobre as células. Alterações genéticas no VDR, especificamente uma mutação silenciosa no 

códon 352 (T>C), foi associada a suscetibilidade a hanseníase tuberculóide e lepromatosa na 

população indiana (Roy et al., 1999). Em outro trabalho, indivíduos homozigotos “tt” da 

população de Malawi apresentaram chance aumentada (OR = 4,3) de desenvolver a doença 

(Fitness et al., 2004). Recentemente, Neela e colaboradores mostraram a associação de 

polimorfismos do VDR nos sítios FokI (rs2228570-ff) e ApaI (rs7975232-AA e Aa) e dos 

haplótipos T-f-a e T-F-A com o risco a hanseníase em Indianos (Neela et al., 2015). 

Entretanto, o papel das variações genéticas no receptor de vitamina D ainda é ambíguo e 

estudos mais apronfundados são necessários. 

Mesmo assim, o papel da via de vitamina D na ativação de resposta imune protetora é 

confirmado por uma série de ensaios imunológicos. Neste contexto, foi vista aumento da 

expressão do miRNA-21 em lesões de pacientes LL comparado a pacientes TT. Esse aumento 

está relacionado a inibição da ativação de importantes genes da via microbicida dependente de 

vitamina D, demonstrando que esse é um mecanismo utilizado pelo bacilo para evadir a 

resposta antimicobacteriana (Liu et al., 2012). Outro microRNA, o miR-146, identificado 

como diferencialmente expresso em biópsias de pele de pacientes MB e PB, foi alvo de uma 

análise genética do nosso grupo. Os dados deste estudo sugerem uma associação do alelo C 

do SNP miR-146 (rs2910164 G>C) com a suscetibilidade à hanseníase, sendo que os 

carreadores de C apresentam um maior nível de produção de miR-146 maduro. Esse 

microRNA tem a capacidade de modular a resposta imune, observado pela diminuição dos 
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níveis de TNF na presença do alelo C, consistente com a associação na direção de 

suscetibilidade encontrada (Cézar-de-Melo et al., 2014).  

 O primeiro estudo pan-genômico em hanseníase foi realizado na população chinesa e 

identificou uma série de genes TNFSF15, NOD2, RIPK2, CCDC122, LACC1 e HLA-DR–DQ 

associados a hanseníase (Zhang et al., 2009). Os três primeiros genes fazem parte da via de 

sinalização do receptor NOD2. Neste estudo, os SNPs rs9302752 e rs7194886 do gene NOD2 

foram associados com a suscetibilidade a hanseníase. A replicação em Indianos não 

identificou associação, ao passo que em Vietnamitas a associação de risco foi vista para um 

outro SNP (rs8057341) (Wong et al., 2010; Grant et al., 2012). Outros estudos também 

verificaram a associação de outras variantes de NOD2 com a hanseníase, indicando que há 

uma via que regula a sinalização através do NOD2 e que estaria associada com 

susceptibilidade à hanseníase (Berrington et al., 2010; Schenk et al., 2012).  Com isso, o 

nosso grupo publicou uma replicação independente em um estudo caso-controle e em famílias 

Brasileiras. Esse estudou confirmou a associação de risco do NOD2 (rs8057431) e CCDC122-

LACC1 (rs4942254) com a hanseníase, sugerindo fortemente que a via de NOD2 está 

associada com susceptibilidade à hanseníase (Sales-Marques et al., 2014). Para melhor 

compreensão, são necessários estudos que permitam esclarecer a relação genótipo-fenótipo, 

de modo a caracterizar o papel de cada polimorfismo na regulação da suscetibilidade a 

doença. 

O primeiro estudo de rastreamento genômico com marcadores do tipo VNTR em larga 

escala em hanseníase ocorreu na população Vietinamita, que identificou um pico de ligação 

na região do cromossomo 6q25-q27, relacionada com a suscetibilidade a hanseníase per se 

(Mira et al., 2003a). Este mesmo grupo realizou uma análise de clonagem posicional 

subsequente, caracterizando a região 6q25, que identificou que o efeito estava relacionado aos 

genes PARK2 e PACRG, genes que não participavam das vias clássicas associadas a 

hanseníase até então (Mira et al., 2004). Sabe-se que o gene PARK2 participa das vias de 

defesa contra patógenos invasores, pois codifica uma E3 ubiquitina ligase, que direciona as 

bactérias intracelulares para a via de autofagia (Manzanillo et al., 2013).    

Em sequência, foi feita a replicação do estudo na população Brasileira, que confirmou 

a associação dos SNPs PARK2 -2599 e rs1040079 da região promotora de PARK2/PARCG 

com a suscetibilidade à hanseníase (Mira et al., 2004). Em 2013, Alter e colaboradores 

realizaram um mapeamento de alta densidade e um estudo de desequilíbrio de ligação (LD) na 

região de PARK2/PARCG nas populações Vietnamita e Indiana. Esse estudo identificou dois 

SNPs (rs1333955 e rs2023004) que capturam a associação nessas populações (Alter et al., 
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2013). Com isso, esses trabalhos demonstram a forte participação dos genes de parkina no 

desenvolvimento da hanseníase (Schurr et al., 2007), porém, uma conclusão ainda é 

complicada, pois os SNPs estudados não são os mesmos nas diferentes populações e a 

estrutura genômica de LD em Vietnamitas e Indianos é complexa. Ainda no gene PARK2, um 

outro estudo verificou que há uma interação entre SNPs na região promotora (rs9365492 e 

rs9355403) e SNPs presentes em genes de citocinas próinflamatórias/anti-inflamatórias 

podem estar associados à predisposição à hanseníase na população Indiana (Chopra et al., 

2014). Por fim, a associação de suscetibilidade do SNP -2599 do PARK2 com a hanseníase 

também foi vista no modelo de infecção da febre tifoide e paratifoide na Indonésia, porém 

com valores de OR (razão de risco)  menores (Ali et al., 2006). Esse achado mostra que, genes 

que regulam a imunologia de doenças micobacterianas podem estar associados com outros 

patógenos intracelulares. Isso significa que algumas doenças, aparentemente não relacionadas, 

compartilham os mesmos fatores de risco. 

 

1.1.9.2 - Resposta imune adaptativa 

 

 O locus do complexo HLA, localizado em região altamente polimórfica no 

cromossomo 6 (6p21), foi uma das primeiras regiões a serem estudadas em relação à 

predisposição a hanseníase. Diversos estudos de ligação e associação reportaram o 

envolvimento dos alelos do HLA na suscetibilidade à hanseníase (Vries et al., 1980). A região 

do HLA tem importante papel no processamento e ligação de peptídeos antigênicos durante a 

resposta imune. A alternância entre os perfis de resposta tipo Th1 e Th2 devido às diferenças 

no processamento de antígenos e nas interações célula-célula é o que torna essa região ligada 

a predisposição à hanseníase (Mira et al., 2006).  Um estudo em famílias Vietnamitas 

evidenciou uma forte ligação da região TNF/HLA com a hanseníase, mostrando que gêmeos 

dizigóticos que manifestaram diferentes formas clínicas de hanseníase apresentaram também 

diferentes haplótipos (Mira et al., 2003b). O estudo pan-genômico em chineses confirmou 

dezenas de SNPs associados à hanseníase na região de HLA/TNF em (Zhang et al., 2009). Um 

dos estudos mais consistentes da associação entre o complexo HLA e a hanseníase foi 

realizado por nosso grupo com amostras da população do Rio de Janeiro, onde observou-se a 

associação dos alelos de HLADR*015 e HLADR*04 com o risco e a resistência à hanseníase, 

respectivamente (Vanderborght et al., 2007). 

O TNF também está localizado na região 6p21 e está envolvido com a modulação da 

resposta imune e a atividade pró-inflamatória. Esse gene de citocina tem sido muito estudado 
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em doenças infecciosas devido ao seu papel na atividade inflamatória. O principal 

polimorfismo estudado é o SNP -308G>A, localizado na região promotora do TNF. Esse SNP 

foi estudado em diferentes populações, que indicaram resultados discrepantes em relação à 

direção de associação (Roy et al., 1997, Santos et al., 2000; Sapkota et al., 2010). A fim de 

definir um consenso entre tais estudos, nosso grupo realizou um estudo de meta-análise 

incluindo não apenas os dados da literatura, mas também dados novos de estudos caso-

controle e TDT em populações Brasileiras. Este estudo confirmou que o alelo -308A no gene 

de TNF participa da suscetibilidade a hanseníase na população Brasileira. É interessante 

ressaltar que a população Brasileira e indiana apresentam associação inversa dos alelos de 

TNF, ou seja, o alelo -308A está associado a proteção à hanseníase em Brasileiros (com a 

confirmação em diversas populações de regiões distintas) enquanto que em Indianos o mesmo 

alelo está associado ao risco da doença (Roy et al., 1997; Cardoso et al., 2011). Esse achado é 

curioso e sugere que a análise de haplótipos estendidos devem ser considerada.  

O gene LTA, que codifica a linfotoxina-α, também faz parte da superfamília de TNF. 

Esse gene controla a infecção por patógenos intracelulares como o M. tuberculosis através da 

regulação da sinalização celular (Roach et al., 2001). Alcais e colaboradores identificaram a 

existência de um SNP de linfotoxina-α (LTA+80A>C) associado com a susceptibilidade a 

hanseníase em jovens (<25 anos) Vietnamitas e Indianos. Já em Brasileiros, a associação 

manteve a mesma direção, porém no limite de significância (Alcais et al., 2007). Além disso, 

já foi visto que os genes TNF e LTA atuam de maneira conjunta na manutenção da resposta 

granulomatosa ao M. leprae. O primeiro gene tem papel na formação, e o segundo na 

integridade do granuloma (Hagge et al., 2009). 

Em relação ao gene IFNG, que codifica o IFN-γ, a troca +874T>A representa o 

polimorfismo mais estudado. Foi visto que o alelo T deste SNP foi relacionado ao aumento da 

produção de IFN-γ, promovendo resistência à tuberculose (Sallakci et al., 2007). Esse SNP 

também foi associado a proteção à hanseníase em estudo caso-controle na população 

Brasileira, na qual foi observado maiores níveis de IFN-γ em células de indivíduos 

carreadores do alelo protetor (Cardoso et al., 2010). Recentemente, Silva e colaboradores 

realizaram uma meta-análise recrutando os dados da literatura e adicionando o estudo em 

outras populações, confirmando os dados já reportados (Silva et al., 2014). 

Adicionalmente, SNPs na região promotora do gene IL10 também estão associados a 

suscetibilidade à hanseníase. A IL-10 é uma citocina liberada por macrófagos e leucócitos e 

tem papel supressor da resposta inflamatória, capaz de modular os niveis de TNF-α e IL-1β 

(Moraes et al., 2006). Altos níveis de IL-10 têm sido observados em pacientes multibacilares 
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comparados aos paucibacilares (Kuhn et al., 1993). Um SNP muito estudado nesse gene é o 

IL10 -819 C>T, localizado na região promotora. A associação de suscetibilidade a hanseníase 

foi encontrada entre os carreadores do alelo T na população Brasileira (Santos et al., 2002). 

Este achado foi corroborado pelo estudo de haplótipos que resultou na associação de proteção 

do haplótipo -3575A/-2849G/-2763C, enquanto o haplótipo -3575T/-2849A/-2763C foi 

associado a suscetibilidade a hanseníase (Moraes et al., 2004). Posteriormente, a replicação na 

população Indiana também confirmou a associação de suscetibilidade a hanseníase (Malhotra 

et al., 2005).  

 

 

1.2 – Importância do ferro na infecção por patógenos intracelulares 

 

1.2.1 - Homeostase do ferro no organismo humano 

 

O ferro é o quarto elemento mais abundante do ambiente terrestre e está disponível na 

forma de íon férrico nas células. Funciona como cofator vital para importantes proteínas 

relacionadas ao transporte de oxigênio, produção de DNA e aminoácidos, detoxificação e 

respiração celular (Donovan et al., 2005). Além disso, o ferro participa da constituição do 

grupamento heme de hemoglobinas e em mioglobinas nos músculos. As fontes principais de 

ferro para o organismo são a dieta e a reciclagem de hemácias senescentes (Grotto et al., 

2008). 

Cerca de 1 a 2 mg de ferro inorgânico ou ferro heme são absorvidos pelo epitélio 

intestinal após a digestão. O ferro heme é proveniente da quebra de hemoglobinas e 

mioglobinas, enquanto o ferro inorgânico é adquirido através da alimentação. O metabolismo 

de ferro envolve a proteína transportadora de metal divalente (DMT-1) e a ferroportina  

(FPT). A DMT-1, ou NRAMP2, é um transportador de diversos metais e necessita que o ferro 

tenha sido reduzido de Fe+3 para Fe+2 pela enzima redutase citocromo b duodenal (Dcytb). 

Outro carreador, a proteína transportadora do heme-1 (HCP1), internaliza o ferro heme que é 

liberado pela heme oxigenase no interior da célula. O ferro livre é armazenado na forma de 

ferritina ou exportado pela transferrina, que se liga ao íon oxidado (Fe+3). O receptor de 

transferrina (Trf) é um forte regulador dos níveis de ferro na célula, sinalizando para a sua 

maior ou menor absorção (Grotto et al., 2008). O esquema de metabolismo do ferro nas 

células humanas é mostrado na Figura 1.7. 
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Figura 1.7 - Metabolismo do ferro no organismo humano. O enterócito e sua relação com as proteínas 

envolvidas com a absorção do ferro. Havendo maior demanda de Ferro, aumenta-se a expressão de Ferroportina 

e DMT-1, que carreia Fe+². A HCP1 internaliza o Ferro heme proveniente da dieta. O Fe+2 é liberado pela 

hemeoxigenase e fará parte da ferritina ou será transportado para o sangue pela transferrina, que tem afinidade 

pelo Fe+3. A proteína da hemocromatose (HFE) também participa da regulação do Ferro através da interação 

com o Tfr.  Dcytb: ferroredutase; DMT-1: transportador de metal divalente-1; HCP-1: proteína transportadora do 

heme-1; Nu: núcleo; HFE: proteína da hemocromatose; TfR: receptor da transferrina (Adaptado de Grotto et al., 

2008). 

Os macrófagos representam um importante reciclador de ferro através da fagocitose de 

hemácias senescentes. A degradação do heme envolve o catabolismo por diferentes enzimas 

que liberam como subprodutos o monóxido de carbono (CO), ferro e bilirrubina, sendo que os 

restos da hemoglobina são reaproveitados para a formação de novos aminoácidos. Um 

importante regulador da degradação e armazenamento de ferro nos macrófagos é a hepcidina, 

hormônio que faz a comunicação entre os locais de absorção, utilização e estoque de ferro. A 

hepcidina tem atividade antimicrobiana pois tem a capacidade de romper as membranas 

microbianas, além de estar relacionado à depleção de ferro em macrófagos (Park et al., 2001). 

As ferroportinas funcionam como receptor de hepcidina. Esse hormônio inibe o tráfego de 

ferro pelas ferroportinas, bloqueando a saída de ferro da célula em macrófagos e enterócitos 

(Figura 1.8) (Delaby et al., 2005). A regulação da hepcidina se dá pelas demandas de ferro e 

estado inflamatório, sendo que a sobrecarga de ferro aumenta a sua expressão, enquanto a 

anemia e a hipóxia reduzem-na. A IL-6 também já regula positivamente os níveis desse 

hormônio (Nemeth et al., 2004). 
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Figura 1.8 – Ação da hepcidina na regulação do ferro em enterócitos e macrófagos. O complexo hepcidina-

ferroportina formado é internalizado nos domínios da membrana basolateral de macrófagos e a ferroportina é 

degradada, bloqueando a liberação do ferro dessas células. No macrófago, o ferro fica acumulado no seu interior, 

diminuindo o ferro disponível para a eritropoiese (figura à direita). No enterócito, o ferro não é transportado para 

o exterior da célula, e a absorção é inibida (figura à esquerda) (Adaptado de Grotto et al., 2008). 

 

O equilíbrio entre absorção, utilização e estoque é essencial para a manutenção da 

concentração de ferro no organismo. A deficiência de ferro provoca um estado de 

hipoferremia, manifestado por diferentes graus de anemia.  Em contrapartida, o excesso do 

ferro pode ser deletério às células, pois o ferro livre catalisa a formação de espécies reativas 

de oxigênio (ROS), o que provoca estresse oxidativo e perturba a estrutura celular. Portanto, 

diversos organismos desenvolveram técnicas para regulação de ferro e manutenção das 

concentrações ideias para sobrevivência (Dussurget, 1998). 

 

 

1.2.2 – Captação de ferro frente a infecção por patógenos intracelulares 

  

A sobrevivência e virulência bacteriana durante o processo de infecção dependem da 

sua capacidade de competir com o hospedeiro por elementos chaves ao crescimento, como o 

ferro. Esse nutriente é essencial para a disseminação bacteriana, funcionando como cofator 
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para diferentes enzimas do metabolismo celular (Dussurget, 1998). Em micobactérias, o ferro 

é cofator para hemoproteínas do metabolismo do oxigênio e é utilizado por citocromos 

envolvidos no transporte de elétrons (de Voss et al., 1999). Acredita-se que, para um 

crescimento ótimo, as micobactérias necessitam de cerca de 7 - 48 µg de ferro por grama de 

massa celular. Estudos in vitro mostram que concentrações de ferro abaixo dos valores de 

referência restringem o crescimento micobacteriano (McCready et al., 1978). Devido a tal 

importância, as micobactérias tiveram que desenvolver mecanismos de obter, armazenar e 

regular o uso do ferro para a sua propagação. 

Um importante mecanismo de defesa das células humanas contra bactérias patogênicas 

é limitar o acesso ao ferro para esses microorganismos circulantes. Nesse sentido, o quadro de 

anemia durante as infecções por micobactérias, independente da causa, constitui uma 

estratégia para diminuição de ferro livre (Baynes et al., 1986). Além da anemia, as proteínas 

transferrina e lactoferrina também evitam a livre circulação desse elemento, pois funcionam 

como importantes quelantes de ferro para armazenamento e transporte do íon (Weindenberg 

et al., 1999). A maioria das bactérias consegue acessar os quelantes de ferro no meio 

extracelular, entretanto, patógenos intracelulares foram obrigados a desenvolver a capacidade 

de trazer o ferro para o ambiente intracelular (Finkelstein et al., 1983).  

Sendo assim, apesar dos esforços citados anteriormente, os microorganimos 

patogênicos têm a capacidade de burlar a célula hospedeira e modular a maquinaria molecular 

a favor do seu crescimento. As bactérias intracelulares se tornaram especialistas na captação 

de ferro por diferentes estratégias, como: a produção de um redutor solúvel que reduz o íon 

férrico para íon ferroso, síntese de receptores para transferrina e lactoferrina, indução de 

hemólise e liberação de toxinas, reaproveitamento do heme livre e produção de sideróforos 

(Dussurget et al., 1998). Os sideróforos são pequenos peptídeos produzidos por algumas 

espécies de Mycobacterium que funcionam como quelantes de ferro solúvel. Apresentam uma 

alta afinidade pelo íon férrico e são secretadas para competir com outras moléculas ligantes de 

ferro quando a concentração desse íon está limitada na célula. Assim, a síntese dos 

sideróforos é controlada pela abundância de ferro no meio extracelular (Voss et al., 1999). 

 

1.2.3 - Metabolismo de ferro por micobactérias 

 

A importância do ferro para o desfecho de doenças micobacterianas é vista em 

diversos estudos. Sabe-se que pacientes tuberculosos tratados com dieta rica em ferro 

apresentam aumento da multiplicação do bacilo, acompanhada de uma diminuição do efeito 
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bacteriostático da célula. Nesse contexto, a suplementação de ferro em indivíduos portadores 

de Mycobacterium tuberculosis aumenta a chance de progressão para tuberculose ativa e de 

morte por tuberculose (Murray et al., 1978 & Moyo et al., 1997). Além disso, o complexo do 

Mycobacterium avium, responsável por infecções possivelmente letais em pacientes HIV 

(Vírus da Imunodeficiência Humana) positivos, também depende de ferro para sua 

proliferação. Foi visto que macrófagos de indivíduos soropositivos são ricos em Ferro, o que 

pode explicar a predisposição à infecção por micobactérias desse complexo (Douvas et al., 

1993). Assim, a disponibilidade de Ferro no organismo e os esforços da bactéria para 

contornar a restrição desse elemento são fatores críticos para o resultado da infecção por 

micobactérias.  

Um dos mecanismos mais especializados de captação de Ferro por algumas 

micobactérias são os sideróforos, moléculas altamente especializadas na captação de Ferro, 

detalhadas posteriormente. O primeiro gene envolvido na captação de Ferro em micobactérias 

foi o fxbA, que codifica uma formiltransferase necessária para a síntese de exoquelina (um 

tipo de sideróforo) em Mycobacterium smegmatis (Fiss et al., 1994). Juntamente com esse 

gene, proteínas repressoras, como o ideR e Fur, são reguladores da expressão de sideróforos e 

das respostas ao estresse oxidativo (Dussurget et al., 1996). 

O gênero Mycobacterium desenvolve-se no interior de fagossomos, vacúolos que se 

localizam no interior de macrófagos e são pobres em Ferro. Para contornar essa situação, 

algumas micobactérias, como o M. tuberculosis, são altamente especializadas em sequestrar 

ferro das células de mamíferos, mesmo em condições em que esse íon não é abundante. Essas 

espécies produzem dois sideróforos principais (micobactinas e exoquelinas) que sequestram o 

íon férrico e o internalizam através dos receptores de regulação de ferro IrtAB (De Voss et al., 

2000; Rodriguez et al., 2006). A micobactina está associada à membrana da bactéria e 

transporta ferro para o citoplasma. Existem ainda as carboximicobactinas, quelantes solúveis 

que carreiam ferro através do transportador IrtAB ou roubam ferro da transferrina para o 

fagossomo (Gobin et al., 1996). Além disso, o M. tuberculosis também adquire ferro através 

do heme (Tullius et al., 2011) e das proteínas transferrinas e lactoferrinas humanas (Olakanmi 

et al., 2004; Boradia et al., 2014). No entanto, estudos in vitro mostram que a cepa nocaute 

para micobactina é capaz de manter a viabilidade micobacteriana, o que ressalta a 

independência da transferrina na sobrevida da bactéria e sugere a possível existência de 

mecanismos alternativos de captação de ferro (Lambrecht et al., 1993). A Figura 1.9 mostra 

os possíveis mecanismos de captação de Ferro no modelo de M. tuberculosis, descritos até o 

momento.  
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Figura 1.9 - Modelo de captação de ferro por micobactérias. A bactéria secreta exoquelina 

solúvel, que se liga a transferrina ou lactoferrina e, por uma via dependete de energia transfere o ferro 

para a micobactina via receptores de membrana. A micobactina armazena Fe+3 e a liberação dos 

sideróforos envolve a redução para Fe+2. No citoplasma, o ferro é incorporado por moléculas heme ou 

sulfato ferroso (FeS). Superóxidos, produzidos pela redução de moléculas de O2, podem inativar FeS e 

liberar o Fe+2. Superóxidos e peróxidos de hidrogênio são altamente reativos, e para evitar dano 

celular, a bactéria produz enzimas específicas contra as espécies reativas de oxigênio (ROS). O super 

óxido dismutase (SodA) reage com o O-
2 e a peroxidase (KatG) combate o poder oxidante da H2O2. O 

gene IdeR tem papel central nessa rede, tanto regulando a biosíntese de sideróforos como as enzimas 

antioxidantes. (Adaptado de Dussurget & Smith,1998). 

 

 

1.2.4 - Modulação de ferro pelo Mycobacterium leprae 

 

O Mycobacterium leprae não apresenta o sistema especializado de sideróforos. 

Acredita-se que essa espécie perdeu os genes responsáveis pela produção desses quelantes ao 

longo da evolução redutiva, e, portanto, esse patógeno provavelmente desenvolveu outros 

mecanismos de sequestro de ferro (Cole et al., 2001). Sabe-se que o M. leprae tem proteínas 
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alternativas reguladoras de ferro, o que explica a sua sobrevivência no ambiente hostil do 

hospedeiro (Wheeler et al., 1990). Pessolani e colaboradores demonstraram a existência de 

um tipo de bacterioferritina (Brf) utilizado pelo M. leprae, a proteína de membrana MMP II, 

relacionado a homeostase de ferro nessa espécie (Pessolani et al., 1994). Contudo, ainda não 

existem trabalhos que mostrem o mecanismo exato pelo qual o M. leprae adquire ferro para 

sua sobrevivência.  

Até o momento, estudos têm sugerido a contribuição de moléculas envolvidas na 

regulação das hemoglobinas para a formação de um ambiente rico em ferro para o M. leprae. 

Moura e colaboradores mostraram que macrófagos de pacientes lepromatosos apresentam 

uma maior expressão do receptor CD163 associado ao aumento dos estoques de ferro e 

viabilidade do M. leprae (Moura et al., 2012). O receptor CD163 pertence à família dos 

receptores scavengers e está relacionado ao ciclo de renovação das hemácias. Esses receptores 

são expressos em resposta a liberação de IL-10 em macrófagos residentes e monócitos 

infiltrantes de tecidos em reações inflamatórias (Sulahian et al., 2000). Assim, sugere-se que o 

aumento de CD163 em macrófagos LL, além de induzir um fenótipo anti-inflamatório, pode 

indicar uma via de suplementação de ferro para o M. leprae, já que a depuração de 

hemoglobinas envolve a liberação de heme. Assim, visto que o CD163 parece apresentar um 

papel na acumulação de ferro em macrófagos de indivíduos hansênicos e, ao mesmo tempo 

está atrelado à depuração de hemácias, faz-se necessário estudar o processo de metabolização 

das hemoglobinas. 

As hemoglobinas são um complexo protéico que armazenam a maior parte do ferro 

existente no organismo e estão contidas nas hemácias circulantes. O ciclo de renovação de 

hemácias envolve a liberação de hemoglobina e reaproveitamento do ferro contido no heme.  

O grupamento heme, por sua vez, é extremamente reativo, e a sua exposição devido a 

oxidação de hemoglobinas livres provoca estresse oxidativo (Thom et al., 2013). Nesse 

contexto, os macrófagos têm papel central na depuração da hemoglobina, evitando o estresse 

oxidativo que é um processo tóxico para a célula.  

Após os eventos de hemólise provocados durante o curso da malária, por exemplo, a 

enzima haptoglobina se liga com alta afinidade à hemoglobina livre, formando o complexo 

Hp-Hb. Esse complexo Hb-Hp é internalizado por macrófagos via receptores CD163 

(Mendonça et al., 2012). Eventualmente, a Hb livre no citoplasma pode também se ligar 

diretamente ao receptor CD163 (Shaer, 2006). No interior de macrófagos, a enzima heme-

oxigenase-1 é a responsável por degradar o heme livre, liberando os subprodutos monóxido 
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de carbono, bilirrubina e ferro, sendo que o ferro poderia ser utilizado por microorganismos 

intracelulares (Shaer, 2005). 

Ainda não está claro qual o papel do ferro no processo de infecção por bactérias no 

ambiente do hospedeiro, todavia sabe-se que a captação e o metabolismo desse íon é 

indispensável para o processo de infecção. É provável que genes e vias ainda desconhecidos 

também regulem a disponibilidade de ferro no ambiente intracelular durante a infecção e 

auxiliem na captação por parte da micobactéria. Além disso, os macrófagos são as células que 

mais armazenam ferro no organismo humano, porém, o processo pelo qual esse metal é 

trafegado até o fagossomo também é desconhecido (Finch et al., 1982). Como será visto neste 

trabalho, existe uma associação entre o gene PKLR, a instabilidade de hemácias e ocorrência 

de anemias, e, consequentemente, níveis intracelulares de ferro. Essa relação será apresentada 

adiante e explorada na nossa hipótese.  

 

 

 

1.3 - O PKLR 

 

1.3.1 - Piruvato Kinase 

 

O gene PKLR (PYRIvate Kinase Liver and Red Blood Cells) codifica a enzima 

piruvato quinase (PK). A PK é a enzima chave da via glicolítica, responsável por catalisar a 

transfosforilação do fosfoenolpiruvato em piruvato e ATP. A enzima atua na última etapa da 

via glicolítica e promove uma reação irreversível e indispensável para o fornecimento de 

energia para a célula (Figura 1.10). Além disso, tem papel central no metabolismo de 

bactérias, plantas e vertebrados, uma vez que o seu produto piruvato está envolvido em muitas 

vias metabólicas. A PK, junto com a fosfofrutoquinase (PFK), são consideradas as enzimas 

reguladoras da glicólise (Zanella et al., 2007). 
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Figura 1.10 - Via glicolítica. A PK atua ao final da cadeia convertendo fosfoenolpiruvato em piruvato e ATP. 

Essa enzima necessita de K+ , Mg2+ ou Mn2+ para sua atividade. As setas laranjas indicam reações irreversíveis e 

as setas pretas reações reversíveis. (Fonte: http://biomedicinaemacao-unip.blogspot.com.br/2012/04/via-

glicolitica-ou-glicolise.html). 

 

Em mamíferos, existem 4 isoenzimas PK sítio-especificas. A enzima tipo L é 

encontrada no fígado, córtex renal e no intestino delgado, enquanto a enzima tipo R é 

exclusiva dos eritrócitos. O PKM2, localizado na região cromossômica 15q22, é o gene que 

codifica as isoenzimas presentes majoritariamente nos músculos (tipo M1 e tipo M2) (Zanella 

et al., 2005). A isoenzima M1 é encontrada no músculo esquelético, coração e cérebro, e a 

isoenzima M2 localiza-se nos leucócitos, rins, tecido adiposo e pulmões. Essas enzimas 

também são encontradas no fígado e rins (Tsutsumi et al., 1988).  

 O gene PKLR contém cerca de 9,5 Kb e está organizado em 12 éxons e 11 introns que 

se localizam no cromossomo 1, região q21 (Satoh et al., 1988). Acredita-se que o primeiro e o 

segundo éxons do gene PKLR contenham dois promotores tecido-específicos que transcrevem 

para a enzima tipo R e tipo L, respectivamente, durante a diferenciação dos eritrócitos e 

hepatócitos (Lacronique et al.,1992). As isoformas PKR, PKL e PKM1 e M2 são produto de 

splicing alternativo, gerando enzimas específicas para os tecidos (Noguchi et al., 1986; Tani 

et al., 1988). 

 As enzimas PK apresentam diferentes propriedades cinéticas que refletem a 

particularidade metabólica exigida para cada tecido. As quatro isoformas consistem em 

subunidades iguais de 60 kDa, mas diferem nas propriedades enzimáticas e na regulação da 

expressão gênica. Os tipos R e L apresentam a região carboxi-terminal idênticas, porém o tipo 

R possui uma cadeia de peptídeos cerca de 3500 Da maior que o tipo L, provavelmente 
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localizada na região amino-terminal. Sugere-se que essa cadeia confere maior estabilidade a 

isoforma R em eritrócitos, já que essas células não possuem maquinaria para a síntese de 

proteínas (Noguchi et al., 1987). 

 Contudo, independentemente do tecido no qual a enzima irá ser produzida, a função 

final da PK é a produção de ATP para a sobrevivência celular. Essa enzima tem papel crucial 

em eritrócitos, que são células anucleadas e desprovidas de mitocôndrias, dependentes da 

glicólise para o fornecimento de energia. Sendo assim, a PK é crucial para o metabolismo 

energético dos eritrócitos, responsável pelo seu funcionamento e a integridade das células 

vermelhas (Jacobash et al., 1996).  

 Nesse contexto, mutações no gene PKLR que resultam na deficiência da piruvato 

quinase provocam uma depleção de ATP nos eritrócitos, que, por sua vez, diminui a meia 

vida dessas células. Sabe-se que existem diferentes mutações associadas a esse efeito e que, 

inclusive, são a causa principal da anemia hemolítica. Nessa condição, a glicólise se torna 

ainda mais diminuída devido à inibição da hexoquinase pelo aumento de 2,3-difosfoglicerato 

(2,3-DPG). Esse metabólito pode estar três vezes aumentado na célula e, nessa condição, 

prejudica o fluxo da glicólise. A consequência direta é a diminuição do turnover de hemácias, 

contribuindo para reduzir ainda mais os níveis de ATP nestas células (Zanella et al., 2000 & 

Jacobash et al., 1996). 

 

1.3.2 - Mutações no PKLR  

 

A deficiência da piruvato quinase é a anormalidade enzimática mais frequente da via 

glicolítica e é a principal causa da anemia hemolítica hereditária não esferocítica (Valentine et 

al., 1961). Essa deficiência é provocada por mutações no gene PKLR que geram uma enzima 

com características anormais (Oski et al., 1963). Até o momento, 220 mutações e 8 sítios 

polimórficos relacionados a anemia hemolítica não esferocítica foram descritas no gene 

PKLR. A maioria das mutações identificadas são de troca de códon (69%), envolvendo 

sequências de aminoácidos altamente conservadas, mutações de alterações de sítios de 

splicing (11%) e mutações em códon de parada (5%) (Muñoz et al., 2003). Cabe ressaltar que 

as mutações mais frequentes em pacientes com deficiência da PK estão distribuídas de acordo 

com um forte componente étnico e regional (Zanella et al., 2005). 

 As mutações que levam a anormalidades na PK podem ocorrer em enzimas tipo L e 

tipo R, porém os efeitos clínicos ocorrem somente nos eritrócitos, uma vez que no fígado a 

deficiência é compensada pela manutenção da produção da enzima pelos hepatócitos 
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(Nakashima et al., 1977). Assim, as manifestações clínicas dessa deficiência compreendem a 

hemólise crônica e diferentes graus de anemia, que variam de leve e compensada a anemias 

graves que exigem transfusões sanguíneas recorrentes (Zanella et al., 2000). 

 Em indivíduos com deficiência na PK, o quadro de anemia é provocado pela redução 

da sobrevivência dos eritrócitos e pela eritropoiese irregular devido ao desequilíbrio nos 

níveis de ATP (Min-Oo et al., 2005). Com isso, estes indivíduos podem desenvolver um 

aumento de ferro. Muitas vezes esse aumento pode ocorrer devido às repetidas transfusões, 

porém, os pacientes que não recebem transfusão também apresentam o quadro de aumento de 

ferro (Zanella et al., 1993). Com isso, nós sugerimos que além de diminuir os níveis de ATP, 

as mutações no PKLR também estão associadas a uma sobrecarga de ferro nos pacientes. Isso 

de fato ocorre, pois a lise de hemácias provoca o aumento do turnover de ferro, quadro esse 

que é agravado pela eritropoiese irregular (Zanella et al., 2001).  

  

1.3.3 - Polimorfismos no PKLR e predisposição a doenças infecciosas 

 

Na literatura, a deficiência da PK tem sido fortemente associada com a resistência a 

malária. Os primeiros estudos que evidenciaram essa relação foram feitos em modelos de 

camundongo e culturas in vitro. Min-Oo e colaboradores observaram que camundongos que 

carreiam um lócus associado à suscetibilidade a malária apresentaram resistência ao parasita 

devido a uma mutação de perda de função no gene PKLR (Min-oO et al., 2003). Em seguida, 

Ayi e colaboradores infectaram eritrócitos de indivíduos com deficiência de PK com o 

Plasmodium falciparum, observando que esses indivíduos foram capazes de conter o parasita 

(Ayi et al., 2008). Ainda, o mesmo grupo observou que pacientes que são resistentes ao 

Plasmodium apresentam depleção de ATP nos eritrócitos (Ayi et al., 2009).  

 Por outro lado, um estudo do grupo do Dr. Phillippe Gros registrou a associação da 

deficiência da piruvato quinase com a suscetibilidade a um patógeno intracelular (Salmonella 

thyphimurium). Roy e colaboradores identificaram um locus (Ity4) que confere suscetibilidade 

a infecção por Salmonella thyphimurium em camundongos. O locus de suscetibilidade Ity4 

mostrou pico de ligação à região do PKLR. Neste estudo, os camundongos que carreiam o 

locus Ity4 foram infectados com Plasmodium chaubaudi, apresentando resistência à infecção. 

Portanto, através de estudos funcionais e comparativos entre espécies, esse grupo identificou 

que o PKLR também confere suscetibilidade à S. typhimurium (Roy et al., 2007). 

A partir de 2010, os primeiros estudos genéticos em humanos com o PKLR foram 

desenvolvidos. Nesse ano, Alves e colaboradores identificaram um forte desequilíbrio de 
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ligação entre regiões distantes e adjacentes do PKLR em indivíduos Africanos de Cabo Verde  

(Alves et al., 2010). Em seguida, Machado e colaboradores avaliaram um conjunto de SNPs e 

STRs em regiões adjacentes e no locus do PKLR em Africanos com malária, comparando com 

portugueses PK-deficientes e sadios. As frequências alélicas desses SNPs apresentaram-se 

diferenciadas nas populações Africanas e Portuguesas, e uma região de forte desequilíbrio de 

ligação entre os polimorfismos foi verificada (Machado et al., 2010). 

Ainda em um estudo subsequente, a enzima PK fisiológica foi avaliada em pacientes 

com malária de Moçambique, Angola, Guiné Equatorial Guinea e São Tome e Príncipe. Foi 

identificado que 4% desses indivíduos apresentavam baixa atividade da enzima. Além disso, 

mutações não sinônimas apresentaram uma frequência aumentada nestes individuos 

(Machado et al., 2012). Em conjunto, esses estudos sugerem que a região do PKLR é 

conservada e está sofrendo uma forte pressão seletiva em Africanos a favor da proteção contra 

o patógeno da malária. 

A partir dessas evidências, a hipótese deste trabalho baseia-se na ideia de que 

mutações que promovam deficiência da PK, que previamente foi associado à anemia 

hemolítica, poderiam estar conferindo resistência à malária e suscetibilidade a patógenos 

intracelulares devido a alterações sutis nos níveis de ferro. Já é bem descrito que o gene PKLR 

vem sofrendo pressão seletiva pelo patógeno da malária, sendo assim, sugerimos que as 

frequências diferenciadas dos polimorfismos nas populações Africanas e Brasileira poderia 

estar sugerindo um padrão de pegadas evolutivas no gene PKLR. Nesse sentido, o presente 

estudo trabalha a hipótese sobre o modelo de doenças infecciosas micobacterianas por 

Mycobacterium leprae e Mycobacterium tuberculosis. 
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1.4 – Tuberculose 

 

A tuberculose (TB) é uma doença micobacteriana provocada pelo Mycobacterium 

tuberculosis. Assim como na hanseníase, o desenvolvimento da doença depende do 

background genético do hospedeiro associados a fatores ambientais. A tuberculose se 

desenvolve em cerca de 5 a 10% dos indivíduos que são expostos ao bacilo. O cenário 

epidemiológico mundial da TB é considerado grave e apresentou uma piora expressiva nos 

últimos anos devido ao surgimento de cepas multi-droga resistentes (MDR) e ao 

acometimento de pacientes infectados com o HIV (Vírus da Imunodeficiência Humana). 

Somente no ano de 2013, 9 milhões de casos de TB foram diagnosticados em todo o mundo, 

sendo que 1,1 milhão de pacientes eram também soropositivos e 480 mil foram infectados 

com cepas MDR (OMS, 2014). 

Acredita-se que os mecanismos de exposição, infecção e progressão do estado de 

latência a doença ativa são processos semelhantes entre as duas micobactérias. O M. 

tuberculosis apresenta maior virulência, e consequentemente, acomete maior número de 

casos. Entretanto, considerando o pequeno número de marcadores de infecção existentes 

(PPD e IGRA), o estudo da doença é limitado à avaliação do processo de contágio à doença. 

A resposta imuno-inflamatória protetora ao M. tuberculosis é iniciada pela fagocitose do 

bacilo em macrófagos alveolares, que iniciam a liberação de mediadores bactericidas tais 

como óxido nítrico, radicais intermediários de nitrogênio e produtos da via de ativação da 

vitamina D, como a catalecidina (Fabri et al., 2011). Estas células induzem a liberação das 

citocinas inflamatórias TNF, IL-6, IL-12 e IL1β, que por sua vez, ativam linfócitos que 

secretam IFNγ e LTA entre outras citocinas que regulam a formação do granuloma e a 

multiplicação micobacteriana (Kappor et al., 2013). A influência genética no desfecho da 

tuberculose, bem como em hanseníase, já foi constatada em diversos estudos. Curiosamente, a 

variabilidade genética do M. tuberculosis, que apresenta cepas com virulência distintas, 

dificulta a análise aprofundada do papel dos genes do hospedeiro na suscetibilidade a 

infecção. Portanto, em comparação com a hanseníase, há um número menor de genes que 

estão associados a TB em relação ao número de estudos realizados. Alguns dos estudos caso-

controle têm sido acompanhados de meta-análises, resultando na sugestão do papel modesto, 

mas consistente, de variações genéticas em genes que regulam a resposta imune contra 

micobactérias. Dentre eles estão os genes IFNG, IL10 e VDR, entre outros que já foram 

associados à suscetibilidade/resistência à TB (Silva et al., 2014; Ke et al., 2015; Cao et al., 



36 

 

2015). Curiosamente, os estudos pan-genômicos (GWAS) não foram capazes de identificar 

claramente regiões/genes associados a TB (Thye et al., 2010).  

As respostas antimicrobianas estimuladas pela presença de micobactérias, assim como 

de outra classe de patógenos intracelulares, desencadeiam a ativação de respostas efetoras que 

se sobrepõem, dado que muitas das vias de entrada do patógeno e de reconhecimento de 

padrões são os mesmos. Nesse contexto, é provável que patógenos que apresentem a mesma 

interação patógeno-hospedeiro estejam envolvidos com as mesmas respostas imunológicas. 

Assim, variações em genes que regulam as vias de resposta imune podem estar relacionadas 

com a suscetibilidade a diferentes doenças causadas por patógenos intracelulares. Nesse 

sentido, o estudo de diferentes doenças infecciosas que compartilham o mesmo background 

relacionado à infecção, assim como a comparação com os resultados descritos na literatura, 

pode auxiliar na elucidação das bases moleculares que influenciam os fenótipos clínicos das 

doenças infecciosas. 

Um trabalho recente de colaboração com o nosso laboratório identificou a associação 

do gene PKLR (alelos rs11264355C e rs11264359A) com a proteção à tuberculose na 

população de Moçambique (Mabunda, 2013). Esse resultado ajudou na compreensão da 

associação dos mesmos marcadores do PKLR (rs11264355G e rs11264359G) com a 

suscetibilidade à hanseníase na população Brasileira (Lima-Bezerra, 2013). Até o momento, 

estes foram os únicos trabalhos que verificaram a associação do PKLR em doenças 

micobacterianas. Esse achado preliminar fortalece a ideia de que polimorfismos no gene 

PKLR que protegem contra a malária poderiam estar também associados à suscetibilidade a 

patógenos intracelulares. Contudo, é necessário o estudo aprofundado de mais marcadores na 

região do PKLR para compreender quais variantes são, de fato, as principais no controle da 

predisposição a essas ou outras doenças infecciosas.  
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2. JUSTIFICATIVA 
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A hanseníase tem sido utilizada como modelo clássico de estudo de suscetibilidade 

genética a infecções por patógenos intracelulares. Esse fato justifica-se por ser uma doença 

provocada por um patógeno de sobrevivência intracelular obrigatória, o Mycobacterium 

leprae, que pouco sofreu modificações no genoma ao longo da evolução. Devido a sua baixa 

patogenicidade, o contato com o bacilo não é suficiente para provocar a doença. Além disso, a 

hanseníase apresenta uma variedade de formas clínicas que progridem dependendo da 

resposta imune desenvolvida, portanto sugere-se que os genes do hospedeiro são cruciais para 

o desenvolvimento da doença. Nesse contexto, estudos vem tentando desvendar os principais 

marcadores genéticos responsáveis por regular a resistência versus susceptibilidade a 

micobactérias e outros patógenos intracelulares. 

Além dos genes já descritos, é provável que genes envolvidos em vias ainda não 

associadas a hanseníase também participem na susceptibilidade a doença (Moraes et al., 

2006). Estudos prévios de nossa equipe identificaram novos genes e novas vias envolvidas 

com a patogênese da hanseníase. Dentre as vias principais identificadas, destacam-se as vias 

de IFN tipo-I e de metabolismo basal da glicólise e cadeia respiratória. Portanto, o 

desdobramento inicial deste projeto consistiu na confirmação genética dos estudos funcionais 

através da análise de genes dessas vias. 

O gene PKLR, que codifica a enzima piruvato kinase, tem participação fundamental no 

desenvolvimento da malária (MIN-Oo et al., 2004). Sabe-se que a região cromossômica do 

gene PKLR está sofrendo elevada pressão seletiva e estudos têm encontrado diferenciação nas 

frequências genotípicas entre as populações africanas e europeias (Alves et al., 2009). 

Mutações no PKLR que conferem deficiência da enzima PK estão associados com a 

resistência ao Plasmodium falciparum e a suscetibilidade à Salmonella typhimurium (Roy et 

al., 2007). Sendo assim, a nossa hipótese é a de que SNPs possivelmente associados à 

resistência a malária poderiam favorecer a suscetibilidade a infecções micobacterianas. Um 

trabalho do nosso laboratório apoiou essa hipótese, encontrando a associação dos SNPs 

rs11264355 e rs11265459 do PKLR com a resistência à tuberculose na população 

Moçambicana (Mabunda, 2013). Recentemente, um estudo caso-controle utilizando estes 

mesmos SNPs na população Brasileira identificou associação com a suscetibilidade a 

hanseníase. O presente projeto teve como objetivo expandir a análise desse gene através do 

estudo de associação de novos SNPs no PKLR, além da validação funcional para avaliar a 

correlação genótipo-fenótipo em indivíduos sadios carreadores dos alelos de risco.  

O estudo de SNPs no PKLR é realizado na tentativa de identificar marcadores 

genéticos principais para o desfecho da hanseníase. A formulação de um painel de marcadores 
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de suscetibilidade a hanseníase contribuirá para a caracterização de grupos de risco, 

permitindo o rastreamento dos contatos domiciliares mais suscetíveis a desenvolver o quadro 

clinico. Acredita-se que o PKLR é um forte candidato a participar desse painel. Além disso, 

sugerimos que o gene também participa na suscetibilidade/resistência a outras doenças 

infecciosas por patógenos intracelulares.  
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3 - OBJETIVOS   
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3.1 - Objetivo geral   

Avaliar a associação do gene PKLR com a suscetibilidade a doenças micobacterianas e 

analisar o papel funcional desse gene no desenvolvimento da hanseníase. 

 

3.2 - Objetivos específicos   

 

1) Realizar uma busca de novas mutações e ou polimorfismos no éxon 11 do gene PKLR 

através do sequenciamento de indivíduos representativos de diferentes backgrounds genéticos; 

 

2) Descrever as freqüências alélicas e genotípicas dos SNPs candidatos selecionados no 

HapMap em uma população do Rio de Janeiro e realizar um estudo de associação entre os 

marcadores e a hanseníase através da comparação da distribuição de freqüências entre casos e 

controles; 

 

3) Caracterizar as frequências alélicas e genotípicas dos SNPs em uma população de 

Moçambique e conduzir um estudo de associação com a tuberculose para verificar se os 

achados em hanseníase são informativos no contexto da infecção por outra micobactéria;  

 

4) Analisar os níveis de ferro sérico, ferritina, TIBC, IST, haptoglobina e atividade da enzima 

piruvato quinase em indivíduos sadios em busca de possíveis correlações com as variantes de 

risco. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 
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4.1 - Desenho de estudo 

 

A associação genética do PKLR com a hanseníase na população Brasileira foi avaliada 

com base no desenho de estudo apresentado na Figura 4.1. A hipótese a priori foi formulada a 

partir de uma série de estudos in vitro e em modelos experimentais em camundongos, 

resultando na seleção do gene PKLR como candidato para o estudo de associação (Ayi et al., 

2007; Roy et al.,2007). A partir daí, realizamos uma análise sistemática dos polimorfismos no 

PKLR citados na literatura e ampliamos a busca de possíveis “tag SNPs” nos bancos do 

HapMap e 1000Genomes para serem testados segundo a nossa hipótese. A seleção de SNPs 

utilizou os critérios de frequência do alelo minoritário (MAF), posição gênica e desequilíbrio 

de ligação (LD) na população Africana (YRI) e Europeia (CEU). Em paralelo, foi realizado o 

sequenciamento do éxon 11 do PKLR em populações com diferentes backgrounds genéticos 

para a busca de novos SNPs, assim como para a análise de LD entre essas populações. Os 

SNPs selecionados foram testados em um estudo caso-controle na população do Rio de 

Janeiro para avaliar a associação com a hanseníase. Em seguida, baseados na hipótese da 

associação do PKLR com patógenos intracelulares, testamos a associação destes SNPs com a 

tuberculose (TB) em uma população de Moçambique. Posteriormente, para fins de verificação 

do papel biológico dos SNPs, realizamos a dosagem hematológica de ferro, ferritina, 

capacidade total de ligação do ferro (TIBC), índice de saturação da transferrina e 

haptoglobina (IST) em indivíduos sadios. A haptoglobina foi mensurada também em 

pacientes e os dados foram analisados junto com os genótipos dos indivíduos. Por fim, a 

atividade da enzima PK foi caracterizada em hemácias e células mononucleares de indivíduos 

sadios na tentativa de fundamentar a relação genótipo-fenótipo. 
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Figura 4.1 - Estratégia experimental do estudo. A partir de uma hipótese a priori, o gene PKLR identificado 

em trabalhos anteriores foi incluído neste estudo, onde foi feita uma ampla busca de SNPs candidatos no gene 

para o estudo de associação a doenças micobacterianas na população Brasileira e Moçambicana. O 

sequenciamento foi realizado a fim de identificar novos SNPs na região do PKLR. Também foram dosados os 

biomarcadores do metabolismo de Ferro e de atividade da piruvato kinase em indivíduos sadios, que foram 

correlacionados com os genótipos dos mesmos. 

 

 

4.2 - Análise in silico – Seleção de SNPs por desequilíbrio de ligação (LD) 

 

 A análise de desequilíbrio de ligação (LD) foi realizada em populações com 

ancestralidade africana e europeia, representativas das populações bases que contribuíram 

para a construção da população Brasileira. O objetivo dessa análise foi a busca de SNPs 

candidatos no gene PKLR e regiões flanqueadoras, considerando a posição dos SNPs 

rs11264355 e rs11264359, anteriormente estudados. Esta análise utilizou os dados das 

frequências alélicas e genotípicas das populações do 1000Genomes e HapMap: Africanos de 

Yoruba (Nigéria) (YRI) e descendentes de europeus que vivem em Utah (Estados Unidos) 

(CEU). A construção do mapa ocorreu com auxílio do software Haploview 4.0 (Broad 

Institute), sendo necessárias as informações de localização dos SNPs do PKLR. 
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Posteriormente, este mesmo software foi utilizado para gerar os mapas de LD dos dados 

gerados no presente estudo.  

 O mapa de LD das populações CEU e YRI podem ser visualizados no Anexo 1. A 

análise utilizou estas populações a título de comparação e os SNPs foram selecionados com 

base na população de YRI. O critério de escolha foi baseado nos SNPs capazes de capturar a 

informação genética de outra região do PKLR, na tentativa de identificar “tag SNPs” que 

estejam associados com a hanseníase de forma independente. Com isso, os SNPs que não se 

encontram com forte desequilíbrio de ligação com os SNPs rs11264355 e rs11264359 foram 

selecionados. Assim, o painel geral dos SNPs de estudo foram: rs11264355, rs11264359, 

r8847, rs1052176, rs7520184 e rs932972 – selecionados com base em um estudo anterior 

(Machado et al., 2010) – e rs4620533, rs4971072, rs8177963, rs8177970, rs2297480 e 

rs12032720, selecionados pela análise de LD. A lista dos SNPs, a troca alélica e a frequência 

do alelo minoritário (MAF) dos SNPs selecionados estão representados na Figura 4.2. 

Entretando, devido a falhas técnicas, os SNPs rs7520184, rs1052176, rs8847, rs932972, 

rs12032720 e rs2297489 foram excluídos das análises de associação deste estudo. 

 

 
 

Figura 4.2 - SNPs selecionados para o estudo de associação do gene PKLR.  MAF Global: frequência do 

alelo minoritário (do inglês, “Minor Alelle Frequency”) na população global (correspondente a 1094 indivíduos 

da fase 1 do 1000Genomes).  
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4.3 – Grupo amostral 

 

4.3.1 - Estudo caso-controle do Rio de Janeiro 

O presente estudo incluiu uma população formada por casos e controles recrutados na 

cidade do Rio de Janeiro. O grupo de controles é composto por 700 indivíduos saudáveis 

doadores de medula óssea do Instituto Nacional de Câncer (INCA), Rio de Janeiro. Os 

controles são residentes da mesma área geográfica dos pacientes. O grupo de casos é formado 

por 890 pacientes diagnosticados com hanseníase pelo Ambulatório Souza Araújo da 

FIOCRUZ/RJ, considerado centro de referência para o diagnóstico clínico e tratamento de 

pacientes com hanseníase. Neste local, os pacientes são acompanhados regularmente 

mediante avaliação clínica e laboratorial. Os indivíduos foram diagnosticados com base no 

exame clínico, baciloscópio e histopatológico, sendo que para alguns casos foi necessário o 

diagnóstico por PCR. Os pacientes foram classificados segundo os critérios de classificação 

de Ridley e Jopling e também da classificação da OMS (paucibacilares e multibacilares). A 

caracterização étnica baseou-se na classificação em: caucasóide, mestiço ou negro, segundo as 

características morfológicas dos indivíduos e seus familiares. Esta classificação foi realizada 

sempre pelo mesmo profissional, através de uma inspeção cuidadosa dos atributos 

individuais, tais como características morfológicas da face, tipo de cabelo e cor de pele. A 

caracterização dessa população está descrita na Tabela 4.1. Essa população de casos e 

controles tem sido utilizada para estudos de associação em outras regiões do genoma e a 

descrição geral também pode ser visualizada em publicações recentes (Cardoso et al., 2011; 

de Sales-Marques et al., 2013 e de Sales-Marques et al., 2014).  
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Tabela 4.1 - Características gerais da população caso-controle do Rio de Janeiro. Os resultados são 

mostrados como n e frequência. *SD (desvio padrão). 

 

População do Rio de Janeiro 

 Controles  Casos 

Idade (média, SD*) 

 

33,5 +/- 9,4 37,5 +/- 16,8 

Sexo   

Masculino, n (frequência) 384 (0,54) 569 (0,64) 

Feminino, n (frequência) 313 (0,46) 325 (0,36) 

Etnia   

Caucasóides, n (frequência) 393 (0,56) 485 (0,54) 

Mestiços, n (frequência) 196 (0,28) 306 (0,34) 

Negros, n (frequência) 104 (0,16) 94 (0,11) 

Classificação OMS   

Paucibacilar - 274 (0,30) 

Multibacilar - 542 (0,60) 

O número total de indivíduos pode ser diferente do total genotipado devido a informações faltantes (missing). 

 

 

 

4.3.2 - Estudo caso-controle de Moçambique 

O banco de Moçambique representa uma população africana composta por 102 casos 

diagnosticados com tuberculose pulmonar segundo critérios clínicos e laboratoriais, tais como 

sintomas respiratórios, tosse contínua por no mínimo duas semanas, perda de peso, dores no 

peito, febre, fraqueza e fagida.  O diagnóstico foi baseado em dois resultados positivos para a 

baciloscopia, coloração de Ziehl-Neelsen e exames radiológicos. Os casos de TB 

extrapulmonar foram excluídos do estudo. Os pacientes foram recrutados de três Unidades 

Sanitárias da cidade e província de Maputo (Centro de Saúde de Mavalane e Polana Caniço e 

Hospital Geral da Machava). O grupo de controles é formado por 456 doadores do banco de 

sangue do Hospital Central de Maputo que não apresentaram histórico clínico sugestivo de 

TB. As características gerais desta população podem ser acessadas na Tabela 4.2, assim como 

em publicações recentes do nosso laboratório (Mabunda et al., 2013). 
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Tabela 4.2 - Características gerais da população de estudo caso-controle de Moçambique. Os resultados são 

mostrados como n e frequência. *SD (desvio padrão). 

 

População de Moçambique 

 Controles Casos 

Idade (média, SD*) 

 

32,3 +/- 11 33,8 +/- 13 

Sexo   

Masculino, n (frequência) 364 (0,82) 57 (0,56) 

Feminino, n (frequência) 82 (0,18) 45 (0,44) 

Naturalidade   

Norte, n (frequência) 29 (0,06) 0 (0,00) 

Centro, n (frequência) 32 (0,07) 10 (0,10) 

Sul, n (frequência) 295 (0,65) 92 (0,90) 

O número total de indivíduos pode ser diferente do total genotipado devido a informações faltantes (missing). 

 

 

 

4.3.3 - Amostras do ensaio funcional 

  

As amostras utilizadas para a validação funcional compreendem amostras de sangue 

total coletadas de um grupo de 122 indivíduos saudáveis da cidade do Rio de Janeiro. O grupo 

foi montado a partir do recrutamento de indivíduos sadios do Rio de Janeiro, sem grau de 

parentesco entre si, e que não apresentavam histórico de doenças crônicas ou inflamatórias. 

Estas amostras foram separadas para a atividade enzimática, coleta de soro e extração de 

DNA. Amostras de soro de 66 pacientes também foram recrutadas para a dosagem de 

haptoglobina.  

 

4.3.4 -  Considerações éticas  

 

Os procedimentos seguidos no presente trabalho foram aprovados pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Fundação Oswaldo Cruz (Anexo 2) - parecer Nº 16836 emitido em 

27/03/2012, sob responsabilidade de Dra Euzenir Nunes Sarno. Todos os doadores de 

amostras biológicas que aceitaram participar no trabalho assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 3). Também para a população de Moçambique, 
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todos os participantes concordaram em participar do estudo e assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 4). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética de 

Moçambique sobre o protocolo Nº 399/CNBS/11 (Anexo 5). 

 

4.4 – Estudo de associação  

 

4.4.1 - Extração de DNA  

 

As amostras de DNA da população do Rio de Janeiro utilizadas no estudo de 

associação foram extraídas pelo método salting out (Miller et al., 1988), com modificações. 

As amostras da população de Moçambique foram extraídas a partir de sangue total pelo kit 

QIAamp blood DNA extraction (QIAGEN, Alemanha). Ambas as amostras já se encontravam 

extraídas e armazenadas a -20 oC. No caso do grupo de indivíduos incluídos na análise 

funcional, as amostras de DNA foram extraídas a partir de sangue total pelo método de salting 

out para a realização deste trabalho, como descrito a seguir. As amostras armazenadas no 

laboratório também foram extraídas por essa metodologia, como segue. Inicialmente, separou-

se 500 µL de sangue total em um eppendorf de 1,5 mL e adicionou-se 1 mL de tampão de lise 

de hemácias (Tris-HCl 10 mM e EDTA 1mM). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 

2.800 rpm por 20 minutos. Após a centrifugação o sobrenadante foi descartado e, novamente, 

os tubos receberam 1 mL de tampão de lise de hemácias. Estes tubos foram agitados no 

vórtex, até que se observasse a dissolução do pellet, e centrifugados a 20 minutos e a 2.500 

rpm. Essa etapa correspondeu à lavagem das células para a retirada de hemácias e foi repetida 

de três a quatro vezes, até que se observasse um pellet claro. Em seguida, foram adicionados 

200 µL do tampão de lise celular (Tris-HCl 10 mM, NaCl 400 mM, e EDTA 2 mM). Ainda, 

adicionou-se 20 µL de SDS (10%) e 5 µL de proteinase K para a degradação das proteínas. 

Os tubos foram incubados em estufa a 56 oC durante 24h. No dia seguinte, adicionou-se 200 

µL da solução de acetato de sódio saturado (6,83 M) e agitou-se os tubos no vórtex. Seguiu-se 

à centrifugação por 15 minutos a 3.000 rpm. Após a centrifugação, duas fases foram 

observadas: o sobrenadante, que contém o DNA, e o precipitado, que reserva os restos 

orgânicos. O sobrenadante foi cuidadosamente coletado e armazenado em um eppendorf de 

1,5 mL. Em seguida, adicionou-se etanol absoluto em volume 2 vezes o volume de 

sobrenadante recuperado e inverteu-se os tubos cuidadosamente. Após isso, os tubos foram 

centrifugados durante 15 min a 20.000 rpm e o sobrenadante foi descartado.  Por fim, 
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adicionou-se etanol hidratado (70 %). Os tubos foram novamente centrifugados por 15 

minutos a 20.000 rpm, o sobrenadante foi descartado e os tubos permaneceram na estufa 

durante 30 minutos a 1 hora. Após a secagem do pellet, acrescentou-se 20 a 80 µL de solução 

de TE (Tris-HCl 5mM e EDTA 0,1mM) para ressuspensão do DNA. Os tubos permaneceram 

a 56 oC durante 30 minutos na estufa para a dissolução do pellet de DNA para a quantificação.  

 

4.4.2 - Quantificação de DNA  

 

A avaliação da pureza e da concentração de DNA foi realizada por espectrofotometria 

utilizando o instrumento NanoDrop® ND-1000 (Thermo scientific, EUA). Após calibrar o 

aparelho com solução de TE utilizada na ressuspensão do DNA, 1 µL de cada amostra foi lida 

nos comprimentos de onda de 230nm, 260 nm e 280nm. A pureza da amostra foi estimada 

pela razão da absorbância a 260/280, que mostra o grau de contaminação por proteínas e a 

260/230, que indica o grau de contaminação por compostos orgânicos. Considerou-se 

amostras com alto grau de pureza quando as razões de absorbância apresentaram valores entre 

1,7 e 2,0.     

 

4.4.3 - Genotipagem por PCR em Tempo Real 

 

A genotipagem dos SNPs ocorreu pelo sistema TaqMan® SNP Genotyping Assay 

(Thermo scientific, EUA) de discriminação alélica por PCR em Tempo Real. Neste sistema, 

um par de primers amplifica a região onde se encontra o polimorfismo e a região polimórfica 

é detectada por sondas fluorescentes (VIC ou FAM). Os genótipos são determinados em 

função da intensidade de cada fluorescência através da análise de um gráfico de discriminação 

alélica, conforme representado na Figura 4.3. A amplificação ocorreu em volume final de 10 

µL contendo entre 20 a 40 ng de DNA genômico e Taqman Genotyping Master Mix (40X) 

(Thermo scientific, EUA). Os primers e sondas apresentaram as concentrações ideais do 

fabricante. Os SNPs utilizados no estudo, assim como a sua localização cromossômica, estão 

indicados na Tabela 4.3. A reação foi programada para 60oC por 30 segundos (Pre-PCR) e 

95ºC por 10 minutos, seguidos de 40 ciclos de 15 segundos a 95oC e 60oC por 1 minuto, 

finalizando a 60ºC por 30 segundos (Pos-PCR).  As corridas de PCR foram realizadas no 

sistema de PCR em Tempo Real StepOnePlus™ e a discriminação alélica foi visualizada no 

software StepOne 2.1 (Thermo scientific, EUA). 
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Tabela 4.3 – Caracterização dos SNPs candidatos para genotipagem em PCR em Tempo-Real. 

SNP Sequencia nucleotídica flanqueadora e troca alélica Localização 

rs11264355* CCCTCAACCCCACCCCATCCTGATA[C/G]TCTC

ATACTCTTTGATATCCAACAT 

Intron 155257492 

rs11264359* CTTCCAAAGGCTATTCAGAAGCAGA[A/G]ATTG

AAAACTGGCAGCTCACTGACA 

Intron 155282829 

rs4620533 ACCTTGTCCTGTTCATGAGGAAAGA[C/G]AGCA

GGCTAATAGAGCTACATTTCT 

Intron 155262613 

rs4971072 TGAGCAGGATCTTGTAATGTGGTGG[A/G]TTTA

CCCAGGGGATGGACATGATCC 

Intron 155273869 

rs8177963 GTCTCAAAGGAGACAAAAGATGAAG[A/T]AGC

ACCTCAAGAAATACCAATAGGC 

Intron 155269830 

rs8177970 ACGCCACAGGCGTCCTGTTACCTGA[C/T]CTTT

ATTCCCTGATGCAACCCCTGC 

Intron 155265661 

rs2297480* AGGGAGGGGCACTCTGGGCTAAGGC[G/T]GGG

GTGGGAGTTATCTGGGGAGCTG 

Intron 155279482 

 

rs1052176* GCGTCTCAGGATATGCTTAGCACCC[G/T]CATG

ATGTTGGTGTAGCCGGAGCCA 

Intron 155260383 

rs932972* GGCCTGCTGAGCAGATTGGATGCAG[A/G]GAA

TGTACAATTGGTGCTGTTGGGT 

UTR3 155260096 

rs7520184* TATAAGATGAGAGAAATAAGAAACT[A/G]CTTT

GCATTAGCTATACATGTGTGC 

Intron 155253583 

rs12032720 CTGGGGTAATGCACTATCCGTTGTG[C/G]TTTA

CCAACACCCTGCCCATTCCTT 

Intron 155274960 

rs8847* CCACATGAGAGAGGGAGAAGGACCG[C/T]GTT

TACCTTTAGAGTTTTGTTTTGT 

UTR3 155259323 

*SNP selecionado com base na literatura. 
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Figura 4.3 – Representação do plot de discriminação alélica do SNP rs11264355. A caracterização dos 

genótipos é realizada em função da intensidade dos marcadores fluorescentes associados a sondas específicas 

para cada alelo. Em azul: amostras de homozigotos GG; em verde: amostras de heterozigotos CG; em vermelho: 

amostras de homozigotos CC. 

 

      4.4.4 - Análise estatística dos dados 

 

A primeira análise foi verificar se as populações estudadas sofreram desvio do 

equilíbrio de Hardy-Weimberg (HWE) através do teste do Qui-quadrado. Em seguida, as 

frequências alélicas, genotípicas e de carreadores entre casos e controles foram calculadas 

segundo o modelo de regressão logística, com ajuste para as co-variáveis sexo e etnia. As 

frequências dos haplótipos foram estimadas por máxima verossimilhança e comparadas 

utilizando os mesmos modelos de regressão aplicados aos SNPs isoladamente. A análise do 

presente estudo utilizou a Odds ratio (OR) como medida de associação com 95 % de intervalo 

de confiança (IC). A OR indica a razão entre a chance de exposição ao fator de risco/proteção 

em casos e controles. Na condição OR igual a 1, a chance entre casos e controles é a mesma, 

portanto não há associação entre exposição e desfecho. Valores de OR entre 0 e 1 indicam 

proteção, enquanto valores acima de 1 indicam que a chance está aumentada em casos, 

caracterizando a exposição como fator de risco. Todas as análises foram realizadas com o 

auxílio do software R para Windows versão 3.1.1 (R Development Core Team) e dos pacotes 

de funções “genetics”, “haplo.stats” e “coin”. A análise de desequilíbrio de ligação (LD) 

utilizou o software Haploview 4.0 (Broad Institute) para a construção dos mapas das 

populações de CEU e YRI, utilizando a estatística r² para os valores de LD.  
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4.5 - Análise de sequenciamento 

  4.5.1 – Amplificação por PCR  

A reação de PCR foi realizada utilizando o reagente KAPA2G Read Master Mix (Kapa 

Biosystems) no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Thermo scientific, EUA). A 

preparação das amostras consistiu em: 2 µl de DNA genômico, 1,25 µl de primer (10µM), 

12,5 µl de KAPA2G Master Mix e 8 µl de água, totalizando um volume final de 25 µl de 

reação. As reações foram submetidas a 40 ciclos nas condições demonstradas na Figura 4.3. 

Neste estudo, selecionou-se a região do éxon 11 do PKLR para o sequenciamento. O éxon 11 

apresenta aproximadamente 1kb, portanto, para essa região foram desenhados dois pares de 

primers. A sequência dos primers, listados na Tabela 4.4, foram desenhados pelo software 

Primer3, utilizando-se como base a sequência do gene PKLR (Gene ID: 5313, NG_011677.1, 

NCBI). O fragmento do éxon 11.A e 11.B foi amplificado em temperatura ótima de 

anelamento de 60°C e 59°C, respectivamente. 

 

 

Figura 4.3 - Etapas do PCR convencional. *A temperatura ótima de hibridização (“anelamento”) foi de 60°C 

para o Éxon 11.A e 59°C para o Éxon 11.B.  

 

Tabela 4.4 - Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores. 

SNP Primer 5’  3’ Direção Extensão 

Éxon 11.A 5’CTTGGCTTCCCAAAGTGATG’3 F ~700pb 

5’CCAAAAGCGTGGACTTTCAT’3 R 

Éxon 11.B 5’AGGGCAATCTTGTCCACAGT’3 F ~900pb 

5’TTCCTTATTAATATGCCAGCCTAGA’3 R 

4.5.2 - Eletroforese em gel de agarose  
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A eletroforese em gel de agarose a 1,2% foi realizada para confirmar a amplificação 

do produto de PCR.  A agarose foi dissolvida em TBE (Tris-borate-EDTA) 0,5X em forno 

microondas na proporção de 1,2 g de agarose para 100 mL de TBE 0,5X. Após a 

homogeneização e resfriamento, foram adicionados 5 µl de SYBR® Safe DNA Gel Stain 

(Thermo Scientific, EUA) para cada 100 mL de solução de TBE 0,5X. Depois da 

solidificação do gel, foram adicionados uma mistura de 4 µL de produto de PCR e 4 µL de 

corante para corrida. Aproximadamente 4 µg do padrão de peso molecular de 123 pb DNA 

Ladder (Thermo Scientific, EUA) foi adicionado no primeiro poço do gel. Para a corrida da 

eletroforese, o gel foi submetido a 100 V durante 25 minutos a temperatura ambiente. Ao final 

da corrida, o gel foi retirado da cuba de eletroforese e fotografado no transluminador de luz 

ultravioleta (L-Pix Touch, Loccus Biotecnologia, Brasil). 

 

4.5.3 - Purificação do produto de PCR 

 

  A purificação dos produtos de PCR foi realizada utilizando o kit Purelink® pro 96 

Genomic DNA Purification (Thermo Scientific, EUA). Ao volume total de produto de PCR 

foi adicionado 82 µL de tampão de ligação. Após homogeneizar, o conteúdo foi despejado em 

uma placa de filtro que foi centrifugada a 5.670 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente. O 

líquido coletado foi descartado. Em seguida, realizou-se a lavagem do DNA utilizando-se o 

tampão de lavagem em volume final de 300 µL, seguido de centrifugação a 5.670 rpm por 2 

minutos e descarte do coletado. Por último, foi adicionado 20 µL de tampão de eluição na 

placa de filtro acoplada a uma placa de coleta. Após incubação de 5 minutos a temperatura 

ambiente, a placa foi centrifugada a 5.670 rpm por 10 minutos e o DNA “puro” foi coletado. 

Feita a purificação, os produtos da PCR foram novamente visualizados por eletroforese em 

gel de agarose 1,2% sob luz ultravioleta. Posteriormente a visualização da pureza das bandas 

em gel, foi feita a quantificação do produto da PCR em espectrofotômetro, como descrito 

anteriormente, para realização dos cálculos da reação de sequenciamento.  

 

4.5.4 - Reação de sequenciamento 

 

A reação de sequenciamento foi realizada segundo o método de dideoxinucleotídeos 

de Sanger et al., 1977, com modificações. Na reação foi utilizado o Kit  BigDye®  Terminator 

v3.1 Cycle Sequencing (Thermo Scientific, EUA) em volume de 0,5 µL por reação. O volume 

final de reação foi de 10 µL e os primers utilizados foram os mesmos das reações de PCR 
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diluídos em 10X (3,2 pmol). Foram utilizados 20 ng do produto amplificado, conforme 

recomendado pela Plataforma de Sequenciamento (FIOCRUZ/RJ). A reação de 

sequenciamento foi corrida no termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Thermo 

Scientific, EUA) nas seguintes condições: 40 ciclos de 96°C a 10 minutos seguido de 50°C a 

20 segundos e 60°C a 4 minutos. A leitura da reação de sequenciamento foi realizada por 

eletroforese capilar no sequenciador automático ABI 3130 Genetic Analyzer (Thermo 

Scientific, EUA) com auxílio da Plataforma Genômica de Sequenciamento de DNA – 

PDTIS/FIOCRUZ (RPT01A), seguindo o controle de qualidade (Otto et al., 2008). 

 

4.5.6 - Análises dos eletroferogramas 

 

Os eletroferogramas gerados pelo sequenciamento foram avaliados em dois softwares. 

A qualidade das sequências foi analisada no software BioEdit v7.2.5 (Ibis Biosciences), 

avaliando-se o comprimento da região sequenciada, a presença de “ruídos” e a intensidade de 

fluorescência dos alelos. O alinhamento e a análise comparativa foram realizados no software 

SeqScape v2.5 (Thermo Scientific, EUA), utilizando a sequência do gene PKLR 

(NG_011677.1, NCBI) como referência.  Neste software, a presença do SNP foi avaliada nas 

fitas forward e reverse, observando-se a presença de um pico duplicado numa mesma posição 

genômica em diferentes indivíduos. O calcula das frequências alélicas e genotípicas dos SNPs 

foi feita para cada população estudada, possibilitando a análise de LD nestas populações 

 

4.6 -  Dosagens hematológicas 

 

4.6.1 - Coleta e processamento de sangue total 

 

O sangue total dos indivíduos foi coletado na condição de jejum de 8h. A coleta ocorreu 

em dois tubos: um Tubo EDTA 4 mL (BD) e um Tubo Gel SST® II Advance® 8 mL (BD) 

com ativador de coágulo para coleta de soro. O tubo EDTA foi armazenado em freezer a - 4º 

C para a extração do DNA dos indivíduos. Já o tubo gel foi deixado em temperatura ambiente 

durante 30 minutos para a coagulação do sangue. Em seguida, os tubos foram centrifugados 

durante 15 minutos a 3.500 rpm e 16º C. Imediatamente após a centrifugação, o soro foi 

coletado e depositado em tubos de plástico devidamente etiquetados, fornecidos pelo 

Laboratório Sérgio Franco, e armazenados em freezer a - 70º C. 
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4.6.2 - Dosagens de ferro sérico, TIBC, índice de saturação da transferrina, 

ferritina e haptoglobina 

 

As dosagens de ferro sérico, capacidade total de ligação do ferro (TIBC), índice de 

saturação da transferrina, ferritina e haptoglobina foram realizadas em colaboração com o 

Laboratório Sérgio Franco (Rio de Janeiro/RJ). As análises foram realizadas em soro fresco 

coletado do sangue total de indivíduos sadios. As amostras de soro foram descongeladas 

somente no momento da dosagem. A avaliação do Ferro sérico e da TIBC foi determinada por 

método colorimétrico (Sapan et al., 1999).  O índice de saturação da transferrina foi calculado 

a partir da fórmula: ferro sérico/TIBC X 100.  A ferritina foi quantificada por ensaio 

imunoenzimático e a haptoglobina foi medida pela técnica de nefelometria (Kober et al., 

1915).  

 

4.7 - Atividade enzimática 

 

4.7.1 - Separação de células 

 

A atividade enzimática da piruvato kinase foi avaliada em hemácias provenientes de 

sangue total e em células mononucleares (PBMC) dos indivíduos sadios. Nesta análise, 27 

indivíduos foram utilizados. O sangue periférico de indivíduos sadios foi coletado em tubos 

EDTA de 4 mL e esse material foi separado em diferentes concentrações de hemácias e 

concentração total de PBMC. Primeiramente, o material do tubo EDTA (cerca de 3 mL) foi 

transferido para um tubo falcon e foi acrescentado 2 vezes o volume de solução PBS 1X 

(tampão fosfato salino). Em um outro tubo falcon (50mL) contendo 3 mL de solução Ficoll-

PaqueTM Premium (Thermo Scientific, EUA) a suspensão de hemácias foi adicionada 

cuidadosamente na parede do tubo. Essa etapa permitiu a separação das células 

polimorfonucleares por densidade. O tubo foi centrifugado a 2800 rpm em centrífuga sem 

freio durante 20 minutos a temperatura ambiente. Ao final da centrifugação foi possível 

observar a separação das células (hemácias no fundo) e o “anel” de PBMC, que foi 

cuidadosamente coletado e despejado em outro tubo. As hemácias foram usadas para a 

diluição seriada. Às células de PBMC foi acrescentado volume de PBS (1X) para completar o 

volume final do tubo, iniciando a etapa de lavagem. O tubo foi centrifugado a 2000 rpm sem 

freio durante 10 minutos a 4ᵒ C. Após isso, o sobrenadante foi descartado e mais volume de 

PBS (1X) foi adicionado, sendo importante a homogeneização do pellet celular. O tubo foi 
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novamente centrifugado a 2.000 rpm com pouco freio durante 10 minutos a 4ᵒ C. Em seguida, 

o sobrenadante foi descartado e seguiu-se para a fase de lise celular, em que 900 µL de água 

foi adicionado e imediatamente a alíquota foi congelada. Já as hemácias, contidas no fundo do 

tubo, foram coletadas e submetidas a uma diluição seriada. Após homogeneizar, 100 µL de 

sangue foi ressuspenso em um eppendorf contendo 900 µL de água (diluição 1:10). A partir 

dessa ressuspensão, foram feitas mais 3 diluições de hemácias, 1:100, 1:1000 e 1:10000. A 

água tem o papel de lisar as células (meio hipotônico), e, por conseguinte as células foram 

imediatamente congeladas. O descongelamento de todas as células foi realizado no momento 

da leitura. 

 

4.7.2 - Leitura da atividade da PK 

 

A medida da atividade enzimática foi realizada em triplicatas a partir da quantificação 

da oxidação do NADH a NAD+ por absorbância em 340 nm. O meio de reação necessário 

para a leitura da atividade enzimática está detalhado na Tabela 4.5. As leituras foram 

realizadas no feitas sucessivamente durante 30 intervalos de 1 minuto.  Foram preparados dois 

meios de reação: um “meio branco”, no qual não foi adicionado o substrato fosfoenolpiruvato 

(PEP), e o “meio substrato” no qual foram adicionados 80 µL de PEP. O PEP corresponde ao 

substrato no qual a enzima PK se acopla e realiza a produção de piruvato. Os meios reacionais 

foram dispostos na placa em volume final de 100 µL para 100 µL do lisado celular. O restante 

de células foi utilizado para a quantificação de proteínas. Todas as leituras ocorreram no 

Leitor de Microplaca Epoch (ELX 800) (BioTek), utilizando o software Gen5 (BioTek). 

 

Tabela 4.5 - Meio reacional para a atividade enzimática.  

Reagentes [ ] “Meio 

branco” 

“Meio 

substrato” 

Tris- HCl (pH= 7.4) 50 mM 400 µL 400 µL 

MgCl2 5mM 40 µL 40 µL 

KCl 100 mM 800 µL 800 µL 

ADP 1 mM 0,0001 g 0,0001 g 

NADH 0,5 mM 0,0006 g 0,0006 g 

LDH 100 U/mL 10 µL 10 µL 

PEP 1 mM - 80 µL 

H2O - 750 µL 670 µL 

MgCl2: Cloreto de magnésio; KCl: Cloreto de potássio; ADP: Difosfato de adenosina; NADPH: nicotinamida 

adenina dinucletídeo hidreto, forma reduzida; LDH: L-lactato desidrogenase e PEP: ácido fosfoenolpirúvico. Os 
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reagentes em gramas foram ressuspendidos em 1 mL de água. Os volumes totalizam 4 mL de meio para 62 

reações. 

 

4.7.3 - Quantificação de proteínas  

 

Para a normalização da atividade enzimática utilizamos a quantificação de proteínas 

dos lisados de células, realizada pelo método colorimétrico Pierce® BCA protein assay 

(Thermo scientific, EUA), segundo o protocolo descrito pelo fabricante. De início, 

preparamos o meio de reação que consiste em misturar 50 partes do reagente A (BCA em 

tampão bicarbonato) com uma parte do reagente B (sulfato de cobre 4%). Essa mistura 

formou uma solução esverdeada. Em seguida, realizou-se a disposição dos lisados e da curva 

padrão em duplicatas numa placa de 96 poços de fundo plano (Greiner Bio-one, Brasil). A 

curva padrão foi preparada a partir de uma diluição seriada de albumina a 10mg/ml (0,2; 0,4; 

0,6; 0,8; 1,0 e 1,2 mg/ml).  Foi adicionado 10 μL de lisado celular, 10 μL de curva padrão e 

10 μL de “branco” (água) na placa de 96 poços. Por fim, acrescentou-se 200 μL do meio de 

reação (reagentes A e B), seguido de incubação a 37º C por 30 min. A leitura da placa foi 

realizada no leitor de placa SpectraMax 190 (Molecular Devices) no comprimento de onda de 

562 nm e os resultados analisados pelo software SoftMax® (Molecular Devices, EUA). 

 

4.7.4 - Análises estatísticas  

 

Os resultados foram avaliados estatisticamente através do teste de Kruskal-Wallis ou 

teste de Mann-Whitney, conforme o número de grupos incluídos na comparação. Os valores 

foram considerados significativos quando o p valor foi igual ou inferior a 0,05. Todas as 

análises estatísticas da abordagem funcional foram feitas no programa GraphPad Prism versão 

5 para Windows. 
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5. RESULTADOS 
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5.1 - Seleção de SNPs por sequenciamento  

 

 A primeira busca de SNPs na região do PKLR foi realizada através da pesquisa no 

HapMap. Em seguida, na tentativa de aumentar a densidade de SNPs na região do PKLR, 

utilizamos a análise de sequenciamento para identificar novos polimorfismos de baixa 

frequência que poderiam, eventualmente, estar presentes em um dos grupos étnicos que 

compõem a população Brasileira. A seleção do éxon 11 ocorreu devido à presença de 

mutações associadas com a deficiência da piruvato quinase em um trabalho anterior 

(Machado et al., 2010). O resultado do sequenciamento desse éxon identificou quatro SNPs 

presentes nos três grupos estudados: Moçambicanos, Amazonenses de Santa Izabel do Rio 

Negro e residentes do Rio de Janeiro (Figura 5.1).  

 

 
 

Figura 5.1 – Eletroferograma indicando a presença de SNPs no éxon 11 do PKLR. A coluna 1 representa o 

SNP e a troca alélica, coluna 2 o homozigoto majoritário, coluna 3 o heterozigoto e coluna 4 o homozigoto 

minoritário. A presença do SNP é observada através da sobreposição de picos no indivíduo heterozigoto. Todos 

os polimorfismos foram detectados nas populações do Rio de Janeiro (RJ) (N=94), Moçambique (N=96) e Santa 

Isabel do Rio Negro (AM) (N=80). 
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Através da análise do alinhamento utilizando o BLAST/NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, RefSeq: NM_000298.5) foi possível identificar e 

mapear os SNPs. Todos já foram descritos na literatura: SNP1 – rs1052176; SNP2 – 

rs1052177; SNP3 – rs932972 e SNP4 – rs8847. As frequências absolutas destes SNPs foram 

então calculadas para cada população e estão representadas na Tabela 5.1. Observa-se que, 

exceto na população do Rio de Janeiro, os SNPs 1, 2 e 3 apresentam uma frequência elevada 

nas populações. No Rio de Janeiro, a frequência do homozigoto minoritário para esses SNPs 

varia de 3 a 4%. Já o SNP 4 não apresenta o mesmo padrão de frequências comparado aos 

SNPs anteriores, apresentando frequências variadas entre as três populações.  

 
Tabela 5.1 – Frequência dos SNPs identificados no sequenciamento. 

 

SNP Amazonas 
(N=80) 

Moçambique 
(N=96) 

Rio de 

Janeiro 

(N=94) 

Localização 

no 

cromossomo1 

Variação 
molecular* 

rs1052176 
(SNP 1) 

     

CC 22 (0,28) 16 (0,17) 47 (0,50) 155290592 Sinônima 
CA 44 (0,55) 48 (0,50) 43 (0,46)   

AA 14 (0,18) 32 (0,33) 4 (0,04)   
C 44 (0,55) 40 (0,42) 69 (0,73)   

A 36 (0,45) 56 (0,58) 25 (0,27)   

      

rs1052177 
(SNP 2) 

     

TT 24 (0,30) 16 (0,17) 47 (0,50) 155290559 UTR-3’ 
TC 44 (0,55) 49 (0,51) 43 (0,46)   
CC 12 (0,15) 31 (0,32) 4 (0,04)   

T 46 (0,58) 41 (0,43) 69 (0,73)   

C 34 (0,42) 55 (0,57) 25 (0,27)   

      
rs932972 

(SNP 3) 
     

CC 24 (0,30) 16 (0,17) 48 (0,51) 155290305 UTR-3’ 
CT 44 (0,55) 50 (0,52) 43 (0,46)   
TT 12 (0,15) 30 (0,31) 3 (0,03)   

C 46 (0,58) 41 (0,43) 69 (0,73)   

T 34 (0,42) 55 (0,57) 25 (0,27)   

      
rs8847 
(SNP 4) 

     

GG 25 (0,27) 82 (0,85) 48 (0,51) 155289532 UTR-3’  
GA 49 (0,53) 8 (0,08) 40 (0,42)   

AA 18 (0,20) 6 (0,06) 7 (0,07)   
G 50 (0,54) 86 (0,90) 68 (0,72)   

A 42 (0,46) 10 (0,10) 27 (0,28)   

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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*A variação molecular baseou-se nos dados do NCBI. O éxon 11 é a última região codificante do PKLR, seguido 

da região UTR-3’. 

 

 

 

A análise de desequilíbrio de ligação destas populações mostrou que há a ocorrência 

de um bloco de SNPs com forte LD composto pelos SNPs rs1052176, rs1052177 e rs932972 

em todas as populações (Figura 5.2). A rigor, os dados indicam também que o SNP rs1052176 

funcionaria como “tag SNP” para todo o bloco para as análises de associação no futuro. Dessa 

forma, como esse SNP já havia sido genotipado na população do Rio de Janeiro 

anteriormente, as frequências desse SNP seriam usadas para inferir a dos demais SNPs desse 

bloco (rs932972 e rs1052177). Observamos ainda que o SNP rs8847 está segregando 

independentemente dos demais SNPs nas populações de Moçambique e de Santa Isabel do 

Rio Negro.  Já na população do Rio de Janeiro, o SNP rs8847 apresenta tendência de LD 

moderado com os outros SNPs. Portanto, dos SNPs selecionados pelo sequenciamento, o 

único candidato para os estudos de associação foi o SNP rs8847(G>A). Entretanto, devido a 

falhas técnicas, a análise desse SNP não ocorreu neste trabalho.   

 

 
 

Figura 5.2 – Mapa de LD das populações de Santa Isabel do Rio Negro (A), Moçambique (B) e Rio de 

Janeiro (C). Os valores de LD são dados em r². Os losangos apresentam uma escala de branco a preto: branco – 

LD fraco (r²<50); cinza – LD moderado (50<r²<80) e preto – LD forte (r²>80). Os losangos pretos sem 

numeração representam r²=100. 
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5.2 - Estudo de associação 

 

5.2.1 -  Associação dos polimorfismos do PKLR com a suscetibilidade à 

hanseníase 

  

Os SNPs rs11264355 e rs11264359 do PKLR foram anteriormente associados com a 

hanseníase em um estudo anterior do laboratório (de Lima Bezerra, 2013). Esse estudo, que 

utilizou 480 casos e 570 controles, demonstrou uma forte associação de suscetibilidade destes 

dois SNPs com o desenvolvimento da hanseníase na população do Rio de Janeiro. Assim, 

como continuação da análise de associação do PKLR, o número de indivíduos da população 

de casos e controles foi aumentado no presente estudo, e a genotipagem de novos SNPs desse 

gene foi realizada (rs4620533, rs4971072, rs8177970 e rs8177963).  

O resultado da regressão logística para os SNPs rs11264355 e rs11264359, corrigida 

para as co-variáveis sexo e etnia, está sumarizado na Tabela 5.2. As frequências dos genótipos 

heterozigotos e GG, alelo G e carreadores de G estão aumentadas no grupo de casos em 

relação aos controles para ambos os SNPs. Para o SNP rs11264355, foi observada associação 

de risco para os genótipos CG (OR*=1,36, p=2,06x10-2) e GG (OR*=2,38, p=1,39x10-5), 

alelo G (OR*=1,49, p=1,90x10-3) e carreadores do alelo G (OR*=1,55, p=6,00x10-4), tanto 

antes quanto após as correções.  

Para o SNP rs11264359, a diferença da frequência do alelo G e carreadores de G em 

casos e controles foi ainda maior quando comparada ao SNP rs11264355, apresentando-se 

maior em pacientes. A frequência do genótipo GG é duas vezes maior em casos quando 

comparado aos controles (0,25 vs 0,12). A regressão logística mostrou que os genótipos AG 

(OR*=1,48, p=4,52x10-3) e GG (OR*=3,75, p=7,43x10-12) estão significativamente 

associados com a suscetibilidade a hanseníase, com aumento de significância após as 

correções. Da mesma forma, o alelo G (OR*=1,84, p<0,0001) e o carreador de G (OR*=1,88, 

p=1,37x10-6) também apresentaram associação com o risco de desenvolvimento de 

hanseníase, antes e após as correções. Além disso, o efeito de dose alélica foi avaliado para os 

SNPs rs11264355 e rs11264359, apresentando valores significativos. Assim, aumentando-se o 

número de indivíduos analisados em cada grupo, a associação de suscetibilidade foi 

confirmada na população do Rio de Janeiro.  
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Tabela 5.2 - Análise de associação dos SNPs rs11264355 e rs11264359 na população do Rio de Janeiro. 

 

 
Os dados estão apresentados em N (frequência) dos genótipos, alelos e de carreadores do alelo minoritário em 

casos e controles. *Valores de OR corrigidos para sexo e etnia. IC = Intervalo de confiança. Em negrito são 

marcados os resultados estatisticamente significativos. SNP rs11264355 - NCONTROLES=495 e NCASOS=596 e 
rs11264359 - NCONTROLES=517 e NCASOS=595. 

 

 

Os SNPs apresentados na Tabela 5.3 (rs4620533, rs4971072, rs8177963 e rs8177970) 

foram selecionados a partir das análises de LD nas populações do HapMap. O SNP rs4620533 

(C>G) encontra-se em equilíbrio de HWE dentre os controles. O alelo G encontra-se duas 

vezes mais frequente em casos, e observa-se que essa diferença ocorre devido à maior 

frequência do genótipo GG em casos, já que o genótipo CG se mantém constante entre os 

grupos. A associação de suscetibilidade foi significativa para os genótipos CG (OR*=1,31, 

p=3,95x10-2) e GG (OR*=2,74, p=3,07x10-8), alelo G (OR*=1,58, p=1,00x10-4) e carreadores 

de G (OR*=1,58, p=3,00x10-4), antes e após as correções pelas co-variáveis sexo e etnia.   

A análise do SNP rs4971072 (A>G) mostrou que as frequências alélicas e genotípicas 

não sofreram desvio de HWE em controles. Este SNP apresentou uma associação significativa 

em direção ao risco para o genótipo GG (OR*=2,90, p=3,65x10-10), o que não ocorreu para o 

genótipo AG. A associação de risco foi vista também para o alelo G (OR*=1,71, p<0,0001) e 

SNP Genótipo CONTROLES CASOS 
OR 

(p valor) 
IC 95% 

OR* 

(p valor) 
IC 95%* 

PKLR 

rs11264355 

C>G 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CC 219 (0,44) 202 (0,34) - Referência - 

CG 222 (0,45) 283 (0,47) 
1,38 

(1,46.10-2) 
[1,06;1,79] 

1,36 

(2,06.10-2) 
[1,04;1,78] 

GG 54 (0,11) 111 (0,19) 
2,22 

(3,13.10-5) 
[1,52;3,24] 

2,38 

(1,39.10-5) 
[1,61;3,53] 

Alelo C 660 (0,67) 687 (0,58) - Referência - 

Alelo G 330 (0,33) 505 (0,42) 
1,47 

(2,3.10-3) 
[1,14;1,88] 

1,49 

(1,9.10-3) 
[1,14;1,88] 

Carreador 

G 
276 (0,56) 370 (0,67) 

1,54 

(5,0.10-4) 
[1,21;1,97] 

1,55 

(6,0.10-4) 
[1,20;1,99] 

 

PKLR 

rs11264359 

A>G 

 

 

 

 

 

 

 

 

AA 215 (0,42) 163 (0,27) - Referência - 

AG 242 (0,47) 275 (0,46) 
1,49  

(3,00.10-3) 
[1,14;1,95] 

1,48  

(4,52.10-3) 
[1,12;1,94] 

GG 60 (0,12) 157 (0,26) 
3,45  

(1,63.10-

11) 

[2,40;4,94] 
3,75  

(7,43.10-

12) 

[2,57;5,47] 

Alelo A 672 (0,65) 601 (0,51) - Referência - 

Alelo G 362 (0,35) 589 (0,49) 
1,81  

(<0,0001) 
[1,42;2,31] 

1,84 

(<0,0001) 
[1,44;2,36] 

Carreador 

G 
302 (0,59) 432 (0,72) 

1,88  

(7,2.10-7) 
[1,46;2,42] 

1,88  

(1,37.10-6) 
[1,45;2,43] 
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carreador de G (OR*=1,58, p=6,00x10-4), antes e após as correções. Conjuntamente, foi 

verificado que a presença do alelo G para todos os SNPs vistos até então (rs11264355, 

rs11264359, rs4620533 e rs4971072) tem papel relevante na suscetibilidade a hanseníase na 

população do Rio de Janeiro.  Além disso, observamos que houve efeito de dose alélica para 

estes quatro SNPs com p valor significativo. 

O SNP rs8177970 (T>C) apresentou uma frequência do alelo minoritário de 0,02 em 

controles e 0,05 em casos.  Foi verificada a associação de risco para o genótipo CC 

(OR*=2,92, p=0,002), alelo C (OR*=2,46, p=0,05) e carreador de C (OR*=2,73, p=0,003). 

Devido à baixa frequência deste SNP, ele não foi utilizado para a análise de haplótipo. O SNP 

rs8177963 (A>C), entretanto, apresentou uma frequência muito baixa na população estudada 

(<0,005), inviabilizando a análise por regressão logística. Por este motivo, este SNP também 

foi excluído da análise de haplótipo. 
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Tabela 5.3 - Análise de associação para os SNPs rs4620533, rs4971072, rs8177963 e rs8177970 na 

população do Rio de Janeiro. 

SNP Genótipo CONTROLES CASOS 
OR 

(p valor) 
IC 95% 

OR* 

(p valor) 
IC 95%* 

PKLR 

rs4620533 
C>G 

CC 239 (0,40) 172 (0,30) - Referência - 

CG 281 (0,47) 272 (0,47) 
1,34 

(2,39.10-

2) 

[1,03;1,73] 
1,31 

(3,95.10-

2) 

[1,01;1,70] 

GG  74 (0,12)  138 (0,24) 
2,59 

(5,66.10-

8) 

[1,83;3,65] 
2,74  

(3,07.10-

8) 

[1,91;3,92] 

Alelo C 759 (0,64) 616 (0,53) - Referência - 

Alelo G 429 (0,36) 548 (0,47) 
1,57  

(1,00.10-

4) 

[1,24;1,98] 
1,58  

(1,00.10-

4) 

[1,25;2,01] 

Carreador 

G 
355 (0,56) 410 (0,71) 

1,60  

(1,28.10-

4) 

[1,25;2,04] 
1,58 

(3,00.10-

4) 

[1,23;2,02] 

PKLR 

rs4971072 

A>G 

AA 194 (0,32) 139 (0,23) - Referência - 

AG 297 (0,49) 256 (0,42) 
1,20 

(0,18) 
[0,91;1,58] 

1,17 

(0,24) 
[0,89;1,55] 

GG  110 (0,18)  213 (0,35) 
2,70 

(7,76.10-

10) 

[1,96;3,71] 
2,90 

(3,65.10-

10) 

[2,08;4,05] 

Alelo A 685 (0,57) 534 (0,44) - Referência - 

Alelo G 517 (0,43) 682 (0,56) 
1,69 

(<0,0001) 
[1,34;2,12] 

1,71  

(<0,0001) 
[1,35;2,16] 

Carreador 
G 

407 (0,67) 469 (0,77) 
1,60  

(3,00.10-

4) 

[1,24;2,07] 
1,58  

(6,00.10-

4) 

[1,21;2,05] 

PKLR 

rs8177970 

T>C 

 

TT 455 (0,96) 193 (0,91) - Referência - 

TC 17 (0,04) 20 (0,09) NA NA NA NA 

CC  1 (0,00)  0 (0,00) 
2,77 

(0,002) 
[1,42;5,41] 

2,92 

(0,002) 
[1,47;5,80] 

Alelo T 927 (0,98) 406 (0,95) 
 

- Referência - 

Alelo C 18 (0,02) 20 (0,05) 
2,40  

(0,57) 
[0,97;5,93] 

2,46 

 (0,05) 
[0,97;6,19] 

Carreador 

C 
18 (0,04) 20 (0,09) 

2,61 

 (0,04) 
[1,35;5,06] 

2,73 

(0,003) 
[1,39;5,36] 

PKLR 

rs8177963 
A>C 

AA 520 (1,00) 246 (0,99) - Referência - 

AC 1 (0,00) 2 (0,01) NA NA NA NA 

CC  0 (0,00) 0 (0,00) NA NA NA NA 

Alelo A 1041 (1,00) 494 (0,00) - Referência - 

Alelo C 1 (0,00) 2 (0,00) NA NA NA NA 

Carreador 

C 
1 (0,00) 2 (0,00) NA NA NA NA 

Os dados estão apresentados em N (frequência) dos genótipos, alelos e de carreadores do alelo minoritário em 

casos e controles. *Valores de OR corrigidos para sexo e etnia. IC = Intervalo de confiança. Em negrito são 

marcados os resultados estatisticamente significativos. NA= Ausência de associação. SNP rs4620533 - 

NCONTROLES=594 e NCASOS=582; rs4971072 - NCONTROLES=601 e NCASOS=608; SNP rs8177970 - 

NCONTROLES=473 e NCASOS=213 e SNP rs8177963 -NCONTROLES=521 e NCASOS=248.  
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Com os dados das frequências dos SNPs estudados, realizamos a análise de 

desequilíbrio de ligação dos indivíduos controles do Rio de Janeiro, que evidenciou valores de 

LD moderados entre os SNPs rs4620533, rs4971072, rs11264355 e 11264359 (variando o 

valor de r² de 55 a 66) (Figura 5.3). Diferente da população africana de YRI (HapMap) 

utilizada para a seleção de SNPs (Anexo 1), em que o SNP rs4971072 não está em LD com os 

outros três SNPs, aqui observamos que ele está em LD moderado com rs4620533 e 

rs11264359 e fraco com rs11264355. Os SNPs rs8177970 e rs8177963 não se encontram em 

LD com outros SNPs. 

 

 
 

Figura 5.3 – Desequilíbrio de ligação dos SNPs estudados na população de controles do Rio de Janeiro. Os 

losangos apresentam uma escala de branco a preto: branco – LD fraco (r²<50); cinza – LD moderado fraco 

(50<r²<80) e preto – LD forte (r²>80).  

 

Em seguida, realizamos o estudo dos haplótipos na população do Rio de Janeiro. A 

análise de haplótipos resultou em três combinações associadas com a suscetibilidade a 

hanseníase, antes e após as correções pelas co-variáveis sexo e etnia. A Tabela 5.4 representa 

os resultados das estimativas de frequência e análise de regressão logística para os haplótipos, 

utilizando como base o haplótipo mais frequente C/A/C/A 

(rs11264355/rs11264359/rs4620533/rs4971072). A associação de risco com a hanseníase foi 

observada para a combinação de alelos C/G/C/G (OR*=2,68, p=0,009) e C/G/G/G 

(OR*=1,75, p=0,03). O haplótipo G/G/G/G ocorre com frequência elevada em ambos os 
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grupos, sendo que em casos a frequência é mais alta comparada aos controles (39% vs 27%, 

respectivamente). Esse haplótipo apresentou o valor de OR significativamente associado ao 

risco (OR*=1,86, p<0,00001), corroborando os achados individuais para os quatro SNPs, cujo 

alelo G é responsável pela associação de risco. Curiosamente, observa-se que para os três 

haplótipos associados à hanseníase, o alelo G correspondente aos SNPs rs11264359 e 

rs4971072 estão sempre presentes (na segunda e quarta posição do haplótipo). Ainda, o 

haplótipo C/G/C/G apresenta o maior valor de OR=2,68, indicando que o alelo rs11264359G 

e rs4971072G conseguem capturar significativamente a informação de risco. Ou seja, 

haplótipos formados por apenas esses dois SNPs (rs11264359/rs4971072) geram 2 haplótipos 

majoritários A/A (51% em controles e 40% em casos) e G/G (30% em controles e 44% em 

casos), onde a presença da combinação G/G parece ser suficiente para explicar a 

suscetibilidade à hanseníase. 

 
Tabela 5.4 - Análise de associação de haplótipos na população do Rio de Janeiro. 

 

 

 
Haplótipos 

 
rs11264355/ 
rs11264359/ 
rs4620533/ 
rs4971072 

Alelos Controles Casos OR 
(p valor) 

IC 95% OR* 
(p valor) 

IC 95%* 

C/A/C/A 0,51 0,40 - Referência   - 

C/A/C/G 0,07 0,07 
1,23  

(0,20) 
[0,89;1,70] 1,24  

(0,18) 
[0,89;1,73] 

C/G/C/G 0,01 0,02 
2,48  

(0,01) 
[1,20;5,12] 2,68 

(0,009) 
[1,27;5,66] 

C/G/G/G 0,02 0,03 
1,57 

(0,07) 
[0,95;2,58] 1,75  

(0,03) 
[1,04;2,92] 

G/A/G/A 0,01 0,008 
0,88 

(0,77) 
[0,75;3,44] 

0,83 
 (0,68) 

[0,35;1,97] 

G/A/G/G 0,01 0,01 
1,30 

 (0,42) 
[0,20;1,78] 1,48 (0,25) [0,75;2,89] 

G/G/G/G 0,27 0,39 
1,81 

(<0,00001) 
[1,51;2,19] 

1,86 

(<0,00001) 
[1,53;2,25] 

Os dados apresentam a frequência dos haplótipos em casos e controles. Os haplótipos com frequência menor que 

1% em controles não foram mostrados. * Valores de OR corrigidos para sexo e etnia. IC = Intervalo de 

confiança. Em negrito são marcados os resultados estatisticamente significativos (p<0,05).  

 

 

Assim, resolvemos visualizar o dado de haplótipos combinando somente os SNPs 

rs11264359 e rs4971072 (Tabela 5.5). A frequência do haplótipo rs11264355G/rs4971072G é 

alta em controles (0,32) e ainda maior em casos (0,47). A análise de regressão mostrou que o 

haplótipo formado pelos alelos G/G está associado à suscetibilidade a hanseníase (OR*=1,89, 

p<0,00001). Entretanto, essa associação não é vista para as combinações dos alelos A/G e 

G/A, pouco frequentes na população, indicando que a ocorrência do alelo G para somente um 

dos SNPs não é suficiente para resultar em associação. Apesar da presença do alelo G para o 
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SNP rs11264359 ter mostrado associação com a hanseníase no haplótipo 

rs11264355C/rs11264359G/rs4620533C/rs4971072A, na comparação de haplótipos 

rs11264359/rs4971072 isso não ocorreu. Com isso, sugerimos que a presença dupla do alelo 

G referente aos SNPs rs11264359 e rs4971072 pode estar dirigindo a associação. Ou seja, 

independente da presença de outros polimorfismos no haplótipo, a presença destes SNP leva à 

suscetibilidade. Isso indica que estes SNPs são os que provavelmente apresentam-se como 

“tagSNPs” para a associação. 

 

 
Tabela 5.5 - Análise de associação dos haplótipos rs11264359/rs4971072 na população do Rio de Janeiro.  

 

 

 

Haplótipos 

rs11264359/ 

rs4971072 

Alelos Controles Casos 
OR 

(p valor) 
IC 95% 

OR* 

(p valor) 
IC 95%* 

A/A 0,54 0,41 - Referência   - 

A/G 0,10 0,09 1,14 (0,34) [0,86;1,52] 1,18 (0,25) [0,88;1,59] 

G/A 0,02 0,02 1,21 (0,46) [0,71;2,08] 1,30 (0,33) [0,75;2,23] 

G/G 0,32 0,47 
1,83  

(<0,00001) 
[1,54;2,17] 1,89 

(<0,00001) 
[1,58;2,26] 

Os dados apresentam a frequência dos haplótipos em casos e controles. Os haplótipos com frequência menor que 

1% em controles não foram mostrados. * Valores de OR corrigidos para sexo e etnia. IC = Intervalo de 

confiança. Em negrito são marcados os resultados estatisticamente significativos (p<0,05).  
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5.2.2 – Associação dos polimorfismos do PKLR com a tuberculose 

 

 Estudos anteriores desenvolvidos em colaboração com a nossa equipe demonstraram a 

associação dos SNPs rs11264355 (G>C) e rs11264359 (G>A) com a tuberculose em uma 

população de Moçambicanos (Mabunda, 2013). Nesse estudo, os carreadores do alelo C 

(rs11264355, OR*=0,54 e p=0,01) e do alelo A (rs11264359, OR*=0,46 e p=0,004) foram 

associados à proteção ao desenvolvimento de tuberculose ativa. A título de comparação, as 

tabelas desse estudo foram reanalisadas aqui, corrigindo para as co-variáveis sexo e idade, e 

os dados estão representados na Tabela 5.6. Observamos que para o SNP rs11264355 na 

população de Moçambique há maior frequência de indivíduos CC em controles (0,18) do que 

em pacientes (0,11). Também, para o rs11264355 há maior frequência de indivíduos AA 

(0,08) em controles comparado aos pacientes (0,02), justificando a associação de proteção 

identificada anteriormente. Curiosamente, o alelo G para ambos SNPs é majoritário na 

população de Moçambicanos e minoritário na população do Rio de Janeiro, cuja associação 

verificada foi em direção ao risco a hanseníase. A variabilidade das frequências destes SNPs 

nas duas populações com características genéticas distintas pode estar sugerindo que o locus 

do PKLR está sofrendo uma pressão seletiva.  

Aprofundando a compreensão da associação encontrada em Moçambique, neste 

trabalho realizamos a genotipagem dos SNPs rs4620533 e rs4971072 na população de 

Moçambicanos (Tabela 5.5). Como resultado, o SNP rs4620533 (G>C) apresentou-se de 

acordo com o equilíbrio de HWE, porém não apresentou associação com a tuberculose. As 

frequências alélicas, genotípicas e de carreador não apresentaram diferenças expressivas entre 

casos e controles. No caso do SNP rs4971072 (G>A), não foi possível estabelecer associação 

genética com a doença, pois o SNP é pouco frequente e parece estar sofrendo processo de 

fixação. O alelo G apresenta frequência majoritária (~100%) em ambos os grupos. As 

frequências alélicas e genotípicas desviaram do equilíbrio de HWE em casos e controles.  
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Tabela 5.6 – Análise de associação para os SNPs rs11264355, rs11264359, rs4620533 e rs4971072 na 

população de Moçambique. 

 

PKLR 

rs4620533 

G>C 

GG 173 (0,53) 47 (0,53) - Referência - 

GC 130 (0,40) 39 (0,44) 
1,10 

(0,68) 
[0,68;1,78] 

1,11 

(0,67) 
[0,67;1,83] 

CC  25 (0,08) 3 (0,03) 
0,44  

(0,19) 
[0,12;1,52] 

0,54  

(0,34) 
[0,15;1,94] 

Alelo G 476 (0,73) 133 (0,75) - Referência - 

Alelo C 180 (0,27) 45 (0,25) 
0,89  

(0,68) 
[0,52;1,52] 

0,94  

 (0,84) 
[0,54;1,64] 

Carreador 

C 
155 (0,48) 42 (0,47) 

0,99 

 (0,99) 
[0,62;1,59] 

1,03 

 (0,89) 

[0,63;1,68] 

 

PKLR 

rs4971072 

G>A 

 

GG 342 (0,97) 90 (1,00) - Referência - 

GA 6 (0,02) 0 (0,00) NA NA NA NA 

AA  2 (0,01)  0 (0,00) NA NA NA NA 

Alelo G 690 (0,98) 180 (1,00) - Referência - 

Alelo A 12 (0,02) 0 (0,00) NA NA NA NA 

Carreador 

A 
13 (0,03) 0 (0,00) NA NA NA NA 

1 

                                                 
1
Os dados estão apresentados em N (frequência) dos genótipos, alelos e de carreadores do alelo minoritário em 

casos e controles. *Valores de OR corrigidos para sexo e etnia. IC= Intervalo de confiança. NA= Ausência de 

associação.   Em negrito são marcados os resultados estatisticamente significativos. O estudo de associação dos 

SNPs rs11264355 e rs11264359 foram publicados na dissertação de Mabunda, 2013. Estes dados foram 

SNP Genótipo CONTROLES CASOS 
OR 

(p valor) 
IC 95% 

OR* 

(p valor) 
IC 95%* 

PKLR 

rs11264355 

G>C 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

GG 116 (0,31) 39 (0,43) - Referência - 

GC 190 (0,51) 42 (0,46) 
0,65  

(0,09) 
[0,40;1,07] 

0,58  

(0,04) 
[0,35;0,98] 

CC 66 (0,18) 10 (0,11) 
0,45  

(0,03) 
[0,21;0,96] 

0,40  

(0,02) 
[0,18;0,88] 

Alelo G 422 (0,57) 120 (0,66) - Referência - 

Alelo C 322 (0,43) 62 (0,34) 
0,67 

 (0,11) 
[0,40;1,09] 

0,63 

 (0,07) 
[0,38;1,04] 

Carreador 

C 
256 (0,69) 52 (0,57) 

0,60  

(0,03) 
[0,37;0,96]  

0,54  

(0,01) 
[0,33;0,88] 

PKLR 

rs11264359 

G>A 

 

 

 

 

 

 

 

 

GG 183 (0,58) 69 (0,73) - Referência - 

GA 109 (0,34) 24 (0,25) 
0,58  

(0,04) 
[0,34;0,98] 

0,51  

(0,01) 
[0,29;0,88] 

AA 24 (0,08) 2 (0,02) 
0,22 

 (0,04) 
[0,05;0,96] 

0,24 

 (0,06) 
[0,05;1,11] 

Alelo G 475 (0,75) 162 (0,85) - Referência - 

Alelo A 157 (0,25) 28 (0,15) 
0,52  

(0,04) 
[0,28;0,97] 

0,50 

 (0,03) 
[0,26;0,95] 

Carreador 

A 
133 (0,42) 26 (0,27) 

0,51  

(0,01) 
[0,31;0,85] 

0,46 

(0,004) 
[0,27;0,79] 
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O mapa de LD da população Moçambicana mostrou que os SNPs rs11264355 e 

rs11264359 apresentam-se com desequilíbrio de ligação baixo (r²=13) e a maioria dos SNPs 

não estão em desequilíbrio de ligação entre eles (Figura 5.4). Comparando à população 

africana de YRI (HapMap), -´p0l algumas diferenças foram observadas. Em YRI, foi visto um 

LD moderado entre os SNPs rs4620533 e rs11264359 (r²=58) e rs4620533 e rs11264355 

(r²=69), o que não ocorre em Moçambique, na qual todos os marcadores apresentaram 

segregação independente.  

 

 
 

Figura 5.4 - LD dos SNPs de PKLR na população de controles de Moçambique. Os SNPs rs8177970 e 

rs8177963 não foram genotipados nesta população devido à baixa frequência. Os losangos apresentam uma 

escala de branco a preto: branco – LD fraco (r²<50); cinza – LD moderado fraco (50<r²<80) e preto – LD forte 

(r²>80).  

 

 

A análise de haplótipos na população africana mostrou uma maior variedade de 

combinações alélicas que ocorrem frequentemente na população (Tabela 5.7). Nesta análise, o 

SNP rs4971072 foi excluído em virtude de sua baixa frequência. Isso significa que 

independente da combinação haplotípica entre os SNPs, o alelo rs4971072G estará presente, 

não sendo informativo para qualquer inferência de associação. Como resultado, nenhuma das 

combinações apresentou associação com a TB. O haplótipo G/G/G foi utilizado como 

referência devido à sua maior frequência na população, o que nos impede de observar uma 

                                                                                                                                                         
analisados novamente neste trabalho para estruturar a comparação. SNP rs11264355 - NCONTROLES=372 e 

NCASOS=91; rs11264359 - NCONTROLES=316 e NCASOS=95; SNP rs4620533 - NCONTROLES=328 e NCASOS=89 e 

SNP rs4971072 -NCONTROLES=351 e NCASOS=90.  
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possível associação desta combinação com o desfecho. De fato, observa-se que a frequência 

desse haplótipo é de 36% em controles e 48% em casos, o que sugere que exista um efeito de 

risco semelhante ao observado no estudo em hanseníase. Com isso, os resultados de 

associação na população de Moçambique e no Rio de Janeiro se complementam.  

 
 

Tabela 5.7 – Análise de associação dos haplótipos rs11264355/rs11264359/rs4971072 na população de 

Moçambique. 

 

 

 

Haplótipos 

 
rs11264355/ 

rs11264359/ 

rs4620533/ 

 

Alelos Controles Casos 
OR 

(p valor) 
IC 95% 

OR* 

(p valor) 
IC 95%* 

C/A/C 0,04 0,03 0,64 (0,46) [0,19;2,11] 0,54 (0,33) [0,15;1,91] 

C/A/G 0,14 0,10 0,56 (0,94) [0,29;1,10] 0,58 (0,12) [0,28;1,16] 

C/G/C 0,06 0,03 0,45 (0,25) [0,10;1,77] 0,39 (0,29) [0,07;2,22] 

C/G/G 0,17 0,15 0,68 (0,21) [0,28;1,06] 0,69 (0,28) [0,35;1,35] 

G/A/C 0,02 0,00 NA NA NA NA 

G/A/G 0,04 0,00 NA NA NA NA 

G/G/C 0,14 0,17 0,93 (0,83) [0,48;1,80] 1,18 (0,65) [0,55;2,50] 

G/G/G 0,36 0,48 - Referência - 

Os dados apresentam a frequência dos haplótipos em casos e controles. Os haplótipos com frequência menor que 

1% em controles não foram mostrados. * Valores de OR corrigidos para sexo e idade. IC = Intervalo de 

confiança. NA = Ausência de associação. Em negrito são marcados os resultados estatisticamente significativos 

(p<0,05).  
 
 

 

 

 

5.3 – Análise Funcional 

  

 5.3.1 – Caracterização dos níveis séricos de ferro, ferritina, TIBC e índice de 

saturação da transferrina em função dos genótipos 

 

Após a análise genética, foi feita a dosagem dos parâmetros relacionados ao 

metabolismo de ferro na tentativa de associar os SNPs ao aspecto clínico. Para esse fim, 

foram realizadas diferentes comparações. Inicialmente, os indivíduos foram estratificados 

tendo como base os genótipos dos SNPs utilizados neste estudo e comparados segundo o nível 

de ferro produzido. Para essas análises foram utilizadas amostras de voluntários sadios sem 

antecedência de alcoolismo ou doenças hepáticas. O primeiro resultado, demonstrado na 
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Figura 5.5, permitiu observar que a distribuição das concentrações de Ferro sérico por 

genótipo é homogênea. Nesse caso, não foram identificadas diferenças significativas que 

indicassem associação entre a dosagem de ferro e os SNPs avaliados.  

 

 

 

Figura 5.5 -. Distribuição dos níveis de ferro sérico (mcg/dL) em função dos genótipos por SNP. As barras 

horizontais representam a mediana. A. SNP rs11264355 (NCC=56, NCG =53, NGG=11). B. SNP rs11264359 

(NAA=45, NAG =35, NGG=18). C. SNP rs4620533 (NCC=52, NCG =55, NGG=14). D. SNP rs4971072 (NAA=39, 

NAG =51, NGG=30). 

 

 Em seguida, partimos para a investigação através da divisão das concentrações de 

ferro por intervalos e comparamos entre os genótipos dos SNPs. Para isso, os intervalos foram 

delimitados com base nos valores de referência do Laboratório Sérgio Franco, bem como no 

padrão de distribuição geral de ferro (dado não mostrado). A ideia foi a de verificar a 

distribuição dos genótipos ao longo dos intervalos de concentração. Assim, conforme exposto 

na Figura 5.6, independente do genótipo, a maioria dos indivíduos apresentou níveis séricos 

de ferro na concentração de 66-115 (mcg/dL). Ainda, este intervalo concentra a maior 

frequência de indívuos GG para todos os SNPs analisados. Não foi visto número expressivo 

de indivíduos que extrapolem o intervalo de 166-215 (mcg/dL), onde a concentração de Ferro 

ultrapassa os limites de referência. Curiosamente, é visto uma frequência sutilmente 

aumentada de indivíduos GG (28%) na faixa 116-165 (mcg/dL) para o SNP rs11264359. 
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Além disso, observa-se que 3% dos indivíduos GG referente ao SNP rs4971072 compõem o 

intervalo de 166-215 (mcg/dL), sendo que para os outros SNPs este intervalo não apresenta 

indivíduos GG. 

 

 

Figura 5.6 - Frequência dos níveis de ferro sérico (mcg/dL) por intervalos de concentração em função do 

genótipo. As barras horizontais representam a frequência (%), calculada pelo número de indivíduos homozigotos 

majoritários, minoritários ou heterozigotos referentes a cada faixa de concentração pelo total de indivíduos 

homozigotos majoritários, minoritários ou heterozigotos. As faixas de concentração estão dentro do limite de 

normalidade para este parâmetro. A. SNP rs11264355 ([15-65]: NCC=16%, NCG =23%, NGG=27%; [66-115]: 

NCC=59%, NCG =51%, NGG=54%; [116-165]: NCC=23%, NCG =18%, NGG=18% e [166-215]: NCC=2%, NCG =8%, 

NGG=0%); B. SNP rs11264359 ([15-65]: NAA=15%, NAG =18%, NAA=28%; [66-115]: NAA=61%, NAG =56%, 

NAA=44%; [116-165]: NAA=22%, NAG =18%, NGG=28% e [166-215]: NAA=2%, NAG =10%, NGG=0%); C. SNP 

rs4620533 ([15-65]: NCC=15%, NCG =20%, NGG=36%; [66-115]: NCC=60%, NCG =55%, NGG=43%; [116-165]: 

NCC=23%, NCG =18%, NGG=21% e [166-215]: NCC=2%, NCG =7%, NGG=0%); D. SNP rs4971072 ([15-

65]:NAA=10%, NAG =20%, NAA=33%; [66-115]: NAA=72%, NAG =49%, NAA=44%; [116-165]: NAA=18%, NAG 

=23%, NGG=20% e [166-215]: NAA=8%, NAG =3, NGG=0%). 

 

 

Utilizamos a mesma estratégia de análise para os parâmetros seguintes. De início, 

realizamos uma análise exploratória através da avaliação geral dos níveis de ferritina, proteína 

armazenadora de ferro, estratificados por genótipo. Para esse parâmetro, também não foi 

possível identificar diferenças significativas entre os genótipos (Figura 5.7). Porém, verifica-
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se de forma clara uma tendência de aumento de ferritina na presença do alelo G, 

principalmente para o genótipo GG, em todos os SNPs avaliados. Para os SNPs rs11264359 e 

rs4971072, há maior número de indivíduos GG alto produtores de ferritina. Além disso, na 

distribuição geral de ferritina (dado não mostrado), observou-se que os indivíduos que 

apresentam os valores de ferritina acima da normalidade (>336 ng/mL) são homozigotos GG 

para todos os SNPs, ou seja, apresentam o haplótipo G/G/G/G.  

 

 

Figura 5.7 - Distribuição dos níveis de ferritina (ng/mL) em função dos genótipos dos SNPs. As barras 

horizontais representam a mediana. A. SNP rs11264355 (NCC=56, NCG =53, NGG=11). B. SNP rs11264359 

(NAA=45, NAG =35, NGG=18). C. SNP rs4620533 (NCC=52, NCG =55, NGG=14). D. SNP rs4971072 (NAA=39, 

NAG =51, NGG=30). 

 

 Posteriormente, o resultado a partir da estratificação em categorias sugere uma 

relação entre o alelo G e as maiores concentrações de ferritina (ng/mL) (Figura 5.8). Observa-

se que para os maiores intervalos de ferritina, 201-300 e >300-500, não é visto indivíduos 

carreadores dos genótipos majoritários (AA e CC) para os quatro SNPs analisados. O último 

intervalo 300-500, que representa produção de ferritina acima do normal (homens>336 ng/mL 

e mulheres>307 ng/mL), é composto por somente indivíduos GG. Nesta análise de 

frequências não observamos significância, porém quando estratificamos os dados para análise 

de carreador verificamos associação significativa para o SNP rs11264355, como descrito a 

seguir. 
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Figura 5.8 - Frequência dos níveis de ferritina (ng/mL) por intervalo em função dos genótipos. As barras 

horizontais representam as frequências (%). A. SNP rs11264355 ([0-100]: NCC=84%, NCG =68%, NGG=64%; 

[101-200]: NCC=16%, NCG =20%, NGG=0%; [201-300]: NCC=0%, NCG =11%, NGG=19% e [301-550]: NCC=0%, 

NCG =0%, NGG=19%). B. SNP rs11264359 ([0-100]: NAA=83%, NAG =68%, NAA=61%; [101-200]: NAA=17%, 

NAG =22%, NAA=11%; [201-300]: NAA=0%, NAG =10%, NGG=17% e [301-550]: NAA=0%, NAG =0%, NGG=11%). 

C. SNP rs4620533 ([0-100]: NCC=83%, NCG =71%, NGG=64%; [101-200]: NCC=17%, NCG =18%, NGG=7%; [201-

300]: NCC=0%, NCG =11%, NGG=14% e [301-550]: NCC=0%, NCG =0%, NGG=14%). D. SNP rs4971072 ([0-100]: 

NAA=82%, NAG =76%, NAA=67%; [101-200]: NAA=18%, NAG =16%, NAA=13%; [201-300]: NAA=0%, NAG =8%, 

NGG=13% e [301-550]: NAA=0%, NAG =0%, NGG=7%). 

 

Com base nos dados acima, foi feito um teste qui-quadrado a partir da análise dos 

carreadores do alelo G e genótipos majoritários entre duas categorias de concentração: 

menores produtores – [0-100] e alto produtores – [101-200, 201-300 e >300-500] para todos 

os SNPs avaliados (Figura 5.9). Como resultado, foi visto que a distribuição dos níveis de 

ferritina apresentam associação com o alelo G para o SNP rs11264355 (p=0,034), mas não 

para os outros SNPs.  
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Figura 5.9 – Frequência de produtores de ferritina (ng/mL) em função dos genótipos majoritários e 

carreadores de G para o SNP rs11264355. As barras horizontais representam o número de indivíduos por 

categoria. X²=qui-quadrado (p<0,05). Os grupos comparados no X² foram: nº de indivíduos baixo produtores de 

ferritina (0-100) e nº de indivíduos alto produtores de ferritina (101-550), estratificados por genótipo majoritário 

e carreadores. As barras horizontais representam as frequências (%). A. SNP rs11264355 ([0-100]: NCC=84%, 

NCG/GG =67%; [101-200]: NCC=16%, NCG/GG =17%; [201-300]: NCC=0%, NCG/GG =13% e [301-550]: NCC=0%, 

NCG/GG =3%). B. SNP rs11264359 ([0-100]: NAA=83%, NAG/GG =66%; [101-200]: NAA=17%, NAG/GG =19%; [201-

300]: NAA=0%, NAG//GG= 12% e [301-550]: NAA=0%, NAG/GG=13%). C. SNP rs4620533 ([0-100]: NCC=83%, 

NCG/GG =69%; [101-200]: NCC=17%, NCG/GG =16%; [201-300]: NCC=0%, NCG/GG=12% e [301-550]: NCC=0%, 

NCG/GG=13%). D. SNP rs4971072 ([0-100]: NAA=82%, NAG/GG=72%; [101-200]: NAA=18%, NAG/GG=15%; [201-

300]: NAA=0%, NAG/GG=10% e [301-550]: NAA=0%, NAG/GG=3%). 

 

 Em seguida, a análise da capacidade total de ligação do ferro à transferrina (mcg/dL), 

ou TIBC, não mostrou diferença entre os genótipos dos SNPs estudados (Figura 5.10). O 

TIBC é uma medida indireta da transferrina circulante, e em situação de sobrecarga de ferro, 

espera-se que estes valores estejam diminuídos ou normais (Grotto et al., 2011).  
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Figura 5.10 - Distribuição da capacidade de total de ligação do ferro à transferrina (mcg/dL) em função 

dos genótipos. As barras horizontais representam a mediana. A. SNP rs11264355 (NCC=56, NCG =53, NGG=11). 

B. SNP rs11264359 (NAA=45, NAG =35, NGG=18). C. SNP rs4620533 (NCC=52, NCG =55, NGG=14). D. SNP 

rs4971072 (NAA=39, NAG =51, NGG=30). 

 

O índice de saturação da transferrina (ST) é calculado pela concentração de Ferro 

plasmático pelo TIBC. Os valores normais deste parâmetro encontram-se entre 16 a 55%. 

Acima disso, há indicativo de sobrecarga de ferro (Grotto et al., 2011). Na Figura 5.11, 

observamos que apesar de não haver diferenças significativas entre os genótipos para os 

quatro SNPs estudados, no grupo de genótipos AG e GG para os “tag SNPs” rs11264359 e 

rs4971072 existem indivíduos que apresentam índices mais altos de saturação de transferrina. 

Nessa condição, quanto maior a saturação da transferrina, maior será a reserva de ferro.  
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Figura 5.11 – Distribuição do índice de saturação da transferrina (%) em função dos genótipos dos SNPs 

estudados. As barras horizontais representam a medianas. A. SNP rs11264355 (NCC=56, NCG =53, NGG=11). B. 

SNP rs11264359 (NAA=45, NAG =35, NGG=18). C. SNP rs4620533 (NCC=52, NCG =55, NGG=14). D. SNP 

rs4971072 (NAA=39, NAG =51, NGG=30). 

 

5.3.2  –  Caracterização dos níveis de haptoglobina em indivíduos saudáveis e 

pacientes  

 

A produção de haptoglobina foi quantificada no soro dos 122 indivíduos sadios e 

também em 67 pacientes, possibilitando a comparação da produção dessa proteína em ambos 

os grupos em função dos genótipos dos SNPs avaliados. Inicialmente, seguindo a linha de 

comparação dos parâmetros sanguíneos em indivíduos sadios, estratificamos os indivíduos 

por genótipos e avaliamos a produção de haptoglobina (Figura 5.12). Como consequência, 

não foram observadas diferenças estatisticamente significativas que indicassem associação 

entre o genótipo e a produção de haptoglobina para os SNPs rs11264355, rs11264359, 

rs4620533 e rs4971072. No entanto, é visto que alguns indivíduos que apresentam os maiores 

valores de haptoglobina correspondem no grupo de genótipos GG.  
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Figura 5.12 - Distribuição dos níveis de haptoglobina (mg/dL) em função dos genótipos em indivíduos 

saudáveis. As barras horizontais representam a mediana, comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05). A. 

SNP rs11264355 (NCC=54, NCG =53, NGG=10). B. SNP rs11264359 (NAA=43, NAG =35, NGG=17). C. SNP rs4620533 

(NCC=50, NCG =55, NGG=13). D. SNP rs4971072 (NAA=37, NAG =51, NGG=29). 

 

Em seguida, no gráfico de frequências representado na Figura 5.13, a presença de 

indivíduos GG nos intervalos de maiores valores de haptoglobina pode ser melhor 

visualizada. Este gráfico mostra a distribuição das frequências por genótipo em três intervalos 

de concentração em indivíduos saudáveis. Consideramos que os indivíduos que apresentam 

haptoglobina >200 mg/dL são alto produtores dessa proteína, pois os valores excedem a 

referência padrão utilizada pelo Laboratório Sérgio Franco. Nota-se que neste intervalo há 

uma maior frequência de indivíduos GG para todos os SNPs analisados. 



82 

 

 

Figura 5.13 - Frequência dos níveis de haptoglobina (mg/dL) em indivíduos saudáveis por intervalo em 

função dos genótipos. As barras horizontais representam as frequências (%). A. SNP rs11264355 ([0-100]: 

NCC=20%, NCG =30%, NGG=30%; [101-200]: NCC=72%, NCG =62%, NGG=50%; [201-300]: NCC=8%, NCG =8%, 

NGG=20%). B. SNP rs11264359 ([0-100]: NAA=19%, NAG =29%, NAA=35%; [101-200]: NAA=77%, NAG =61%, 

NAA=47%; [201-300]: NAA=4%, NAG =10%, NGG=18%). C. SNP rs4620533 ([0-100]: NCC=20%, NCG =29%, 

NGG=31%; [101-200]: NCC=74%, NCG =64%, NGG=46%; [201-300]: NCC=6%, NCG =7%, NGG=23%). D. SNP 

rs4971072 ([0-100]: NAA=24%, NAG =29%, NAA=24%; [101-200]: NAA=73%, NAG =65%, NAA=59%; [201-300]: 

NAA=3%, NAG =6, NGG=17%). 

 

Após essas análises, o próximo passo foi constatar se a diferença observada entre os 

genótipos em indivíduos saudáveis ocorria também em pacientes. Para isso, o primeiro passo 

foi comparar a mediana total das concentrações de haptoglobina em casos e controles (Figura 

5.14). O resultado mostrou que em casos a produção total de haptoglobina é maior quando 

comparada aos controles. Esse resultado sugere a existência de uma regulação diferenciada de 

haptoglobina em indivíduos portadores de infecções.  
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Figura 5.14 – Comparação entre os níveis totais de haptoglobina entre casos e controles. As barras 

horizontais representam a mediana.  N(casos)=67 e N(controles)=122.  ***p=0,0002.  

 

Após essa análise, o próximo passo foi constatar se a estratificação por genótipos 

também sugeria uma elevação nos níveis de haptoglobina nos indivíduos que carreiam o 

genótipo GG no grupo de pacientes. Sendo assim, a primeira análise em pacientes foi baseada 

na comparação dos níveis de haptoglobina de acordo com os genótipos (Figura 5.15). 

Observamos diferenças estatisticamente significativas entre a produção de haptoglobina entre 

os genótipos heterozigotos e GG para os SNPs rs11264359, rs4620533 e rs4971072.  

 

 

Figura 5.15 - Distribuição dos níveis de haptoglobina (mg/dL) em função dos genótipos em pacientes. As 

barras horizontais representam a mediana. A. SNP rs11264355 (NCC=19, NCG =26, NGG=21). B. SNP rs11264359 
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(NAA=18, NAG =25, NGG=23). C. SNP rs4620533 (NCC=18, NCG =25, NGG=23). D. SNP rs4971072 (NAA=13, NAG 

=23, NGG=30). 

 

A partir daí, aprofundamos a investigação através da separação dos pacientes entre 

carreadores do alelo majoritário e GG para todos os SNPs (Tabela 5.19). Com isso, 

observamos que a presença de dose alélica (GG) para todos os SNPs conduziu 

significativamente a diferença na produção de haptoglobina entre os pacientes de hanseníase. 

Ou seja, o efeito foi verificado em homozigotos GG, mas não em heterozigotos. Esse 

resultado foi visto de forma significativa em pacientes, porém não foi observado em 

indivíduos saudáveis. 

 

 
Figura 5.16 - Comparação entre os níveis de haptoglobina em pacientes carreadores do alelo majoritário e 

homozigotos GG. As barras verticais representam a mediana (*p<0,05). O grupo de carreadores compreende 

indivíduos homozigotos majoritários e heterozigotos para os SNPs. (A) rs11264355, (B) rs11264359, (C) 

rs4620533 e (D) rs4971072. 

 

 

Em seguida, foi realizada a comparação baseada na combinação dos “tag SNPs”, 

selecionando os indivíduos que apresentassem a combinação rs11264359G/rs4971072G 

associada ao risco de desenvolvimento de hanseníase. Conforme observado na Figura 5.17, 

tanto na estratificação por combinação de genótipos (A) quanto para a estratificação em 
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carreadores (B) foi possível observar aumento significativo entre os indivíduos que carreiam 

os alelos rs11264359G/rs4971072G. 

 

 

Figura 5.17 – Comparação entre os níveis de haptoglobina pela combinação dos SNPs 

rs11264359/rs4971072 em pacientes. As barras verticais representam a mediana (NAA/AA=13, NAG/AG =18, 

NGG/GG=21). A. Comparação entre os genótipos combinados rs11264359/rs4971072; B. Comparação entre 

carreadores do alelo A e homozigotos GG. As barras verticais representam a mediana (p<0,05*). O grupo de 

carreadores compreende indivíduos AA e AG para os SNPs rs11264359 e rs4971072.  

 

Por fim, na tentativa de facilitar a visualização do aumento da haptoglobina conforme 

a presença de homozigose GG para a combinação de genótipos referente aos SNPs 

rs11264359/rs4971072, a próxima análise avaliou a frequência da haptoglobina em intervalos 

estratificado pela combinação genotípica em pacientes. A Figura 5.18 demonstrou que a 

maior frequência de indivíduos que apresentam a combinação rs11264359GG/rs4971072GG 

está contida no intervalo 201-300 (mg/dL). O intervalo >300 (mg/dL) apresenta uma 

frequência considerável de homozigotos GG, enquanto a menor frequência destes indivíduos 

estão no intervalo 0-100(mg/dL). Com isso, sugerimos uma possível relação entre o genótipo 

GG e os maiores níveis de haptoglobina em pacientes.  
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Figura 5.18 – Frequência dos níveis de haptoglobina (mg/dL) por intervalo de concentração em função da 

combinação de genótipos referentes aos SNPs rs11264359/rs4971072. As barras horizontais representam as 

frequências (%). ([0-100]: NAA/AA=23%, NAG/AG =39%, NGG/GG=9%; [101-200]: NAA/AA=39%, NAG/AG =39%, 

NGG/GG =31%; [201-300]: NAA/AA=23%, NAG/AG=17%, NGG/GG =43% e [>300]: NAA/AA=15%, NAG/AG =5%, NGG/GG 

=17%). 

 

 

5.3.3 - Análise da atividade da piruvato quinase (PK) 

 

Na tentativa de desvendar se a associação de risco do alelo G estaria influenciando a 

funcionalidade da enzima piruvato kinase, a atividade da enzima foi quantificada em 

indivíduos sadios e comparada em função dos genótipos dos SNPs do estudo. A comparação 

seguiu os princípios anteriores: os indivíduos foram estratificados por genótipo, considerando 

o genótipo proveniente da combinação de genótipos referentes aos “tag SNPs” 

rs11264359/rs4971072, e a mediana da atividade da enzima foi comparada entre os grupos. 

Como resultado, não foram observadas diferenças estatisticamente significativas que 

indicassem associação entre a atividade da PK e os SNPs avaliados neste estudo em hemácias 

ou em PBMC (Figura 5.19). 
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Figura 5.19 - Atividade enzimática da PK em função da combinação de SNPs rs11264359/rs4971072. A 

análise da atividade da PK foi quantificada em hemácias (A) e células mononucleares (B) através da oxidação de 

NADH, monitorada em 340 nm e normalizada pelo número de proteínas (mg). Os grupos amostrais são: NAA/AA 

= 10, NAG/AG = 10, NGG/GG = 7. A leitura foi realizada em triplicatas. O resultado foi representado pela 

mediana. 
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6. DISCUSSÃO 
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De modo geral, as doenças infecciosas apresentam características intrigantes, pois o 

desfecho não depende somente da presença do patógeno, mas também da variabilidade entre 

os indivíduos. A teoria da influência genética no desenvolvimento de doenças infecciosas é 

muito bem postulada, e diversos trabalhos já demonstraram o envolvimento dos genes do 

hospedeiro na suscetibilidade a infecções. Neste contexto, o grupo de pesquisadores Laurent 

Abel, Jean-Laurent Casanova e Erwin Schurr tem contribuído decisivamente para a 

construção de algumas hipóteses como a de “um gene, múltiplas infecções” relacionado às 

doenças infecciosas humanas. Essa premissa defende a existência de desordens Mendelianas 

(imunodeficiências raras) provocadas por um gene que levam a suscetibilidade a patógenos 

intracelulares avirulentos, por exemplo (Casanova & Abel, 2002). Normalmente, essas 

desordens apresentam mutações raras em genes que compõem o eixo IL-12/IFNgamma. 

Partindo desta ideia, considera-se que indivíduos saudáveis possam carregar variações 

genéticas que alteram sutilmente o fenótipo desencadeado pelo gene em questão, favorecendo 

o desenvolvimento de doenças infecciosas comuns como a hanseníase. Neste caso, assumindo 

que são doenças complexas o desfecho é provocado por uma combinação de fatores genéticos 

e ambientais. Por outro lado, as doenças infecciosas comuns estão relacionadas com a herança 

de numerosos genes de suscetibilidade. A literatura mais recente defende a existência de 

genes principais que controlam a suscetibilidade às doenças infecciosas, denominados de 

“major genes”. Diversos genes e regiões cromossômicas já foram associadas a doenças 

infecciosas, porém, nos últimos anos têm-se tentado desvendar quais são, de fato, os 

principais genes que regulam a suscetibilidade e resistência a infecções (Casanova & Abel, 

2007; Alcais et al., 2009). 

Neste trabalho, partimos da premissa de que mutações raras no gene PKLR estão 

associados à anemia hemolítica crônica não esferocítica, e indivíduos que carreiam essas 

mutações apresentam resistência à infecção por Plasmodium sp. A partir daí, construímos a 

hipótese baseada na ideia de que polimorfismos frequentes no PKLR que não conferem 

anemia, mas que alteram sutilmente a função da enzima, estariam associados com a 

resistência à malária a nível populacional. A literatura demonstra evidências claras de pressão 

seletiva positiva exercida sobre esse gene pela malária em regiões hiperendêmicas (Berghout 

et al., 2012). Neste estudo, sugerimos também que esses SNPs estariam associados também a 

suscetibilidade à patógenos intracelulares. A hipótese original foi claramente demonstrada em 

modelos experimentais (van Wijk et al., 2005; Ayi et al., 2008 & Roy et al., 2007), em que 

camundongos selecionados para resistência a malária apresentaram também maior 

suscetibilidade à Salmonella typhimurium, um patógeno intracelular.  
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A hipótese deste manuscrito foi confirmada, inicialmente, a partir de dois estudos 

caso-controle que sugeriram que SNPs do PKLR estão associados a suscetibilidade à 

hanseníase na população Brasileira e a proteção à tuberculose na população Moçambicana.  

Em seguida, foi verificado que estes SNPs (rs11264355, rs11264359, rs4620533 e rs4971072) 

resultam em um efeito biológico sutil, gerando um leve aumento dos níveis de ferritina e 

haptoglobina em indivíduos carreadores das variantes de risco. Esse fato foi correlacionado 

com o aumento da sobrevivência do bacilo, uma vez que patógenos intracelulares obrigatórios 

dependem do metabolismo de ferro do seu hospedeiro para sua sobrevivência, postulamos que 

o acúmulo de ferritina nas células seria vantajoso para o desenvolvimento destes agentes (de 

Voss et al., 1999). 

A análise de polimorfismos no gene PKLR surgiu a partir de trabalhos que estudaram 

a associação desse gene com a resistência e suscetibilidade a outras doenças infecciosas 

(Alves et al., 2010; Ayi et al., 2009; Roy et al., 2007). Já no nosso laboratório, estudos prévios 

de microarranjo identificaram novos genes candidatos bem como novas vias envolvidas com a 

patogênese da hanseníase. Dentre as vias principais identificadas, destacam-se vias de IFN 

tipo-I e de metabolismo basal da glicólise e cadeia respiratória (Guerreiro et al., 2013; 

Robottom-Ferreira, 2011; Pinto, 2013). Portanto, o desdobramento inicial do projeto consistiu 

na confirmação genética destes estudos funcionais através da análise de genes destas vias. 

Somando-se a isso, até 2010 a hipótese de que a deficiência da PK estava relacionada à 

resistência a malária em humanos ainda precisava ser testada. Até aquele momento, a 

deficiência da PK apresentou efeito protetor contra a malária em estudos in vitro e em 

modelos experimentais com infecção em camundongos (Min-oO et al., 2003; Ayi et al., 2008; 

Durand & Coetzer, 2008). Posteriormente, o trabalho de Machado e colaboradores realizou 

um rastreamento na região do PKLR e gerou uma lista de polimorfismos candidatos a serem 

estudados (Machado et al., 2010). A partir de então, a associação do PKLR com proteção à 

tuberculose na população de Moçambique e com a suscetibilidade à hanseníase na população 

Brasileira foi demonstrada recentemente em trabalhos do nosso laboratório (Mabunda, 2013; 

Lima-Bezerra, 2013).  

No presente trabalho, a associação do PKLR como marcador de suscetibilidade a 

hanseníase foi consistentemente demonstrada pela associação de quatro SNPs rs11264355, 

rs11254359, rs4620533 e rs4971072 em regiões adjacentes e intrônicas do gene. Estes SNPs 

estão em desequilíbrio de ligação moderado entre eles e o fato de eles não formarem blocos 

em LD demonstra que provavelmente cada um deles tem um papel relevante, não sendo 

possível retirar conclusões de qual é o SNP causal da suscetibilidade. Porém, quando o 
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haplótipo foi analisado, sugerimos que a combinação que contém os alelos 

rs11264359G/rs4971072G está protagonizando a associação de risco verificada entre os 

SNPs. Isso porque, além da associação individual desses SNPs ter gerado valores de OR 

significativos, os haplótipos mais frequentes na população e que também estão associadas ao 

risco contém o alelo G referente aos SNPs rs11264359 e rs4971072. Sendo assim, sugerimos 

que estes SNPs são “tag SNPs” para o estudo de associação do PKLR com a hanseníase na 

população Brasileira estudada. Considerando o desequilíbrio de ligação entre estes SNPs 

(r²=55) na população do Rio de Janeiro, aceitamos que a segregação conjunta destes alelos 

ocorre em 55% das vezes e a sua presença em indivíduos sadios fortalece a associação de 

risco de desenvolvimento da hanseníase.  

Os estudos em genética de populações vêm apontando para a teoria de "variantes 

comuns - doenças comuns", trabalhando a ideia da relevância de variantes com alta frequência 

nas populações, como os SNPs, para o desfecho de doenças infecciosas. Sugere-se que esses 

marcadores apresentam um efeito modesto individualmente, mas podem exercer um efeito 

maior quando em conjunto.  Portanto, resolvemos expandir a busca de SNPs na região do 

PKLR através do sequenciamento do éxon 11. Essa estratégia permitiu também melhor 

entender o perfil de LD na região do PKLR na população do Rio de Janeiro e também 

identificar novas variantes que possam explicar a associação. Como resultado, identificamos 

quatro SNPs nessa região que já estão descritos na literatura e que, três deles fazem parte da 

lista inicial de SNPs a serem estudados neste manuscrito (rs8847, rs932972, rs1052176 e 

rs1052177). Os mapas de LD entre as populações de sequenciamento mostrou que a 

população Brasileira, como o esperado, apresentou uma maior variabilidade de SNPs em 

desequilíbrio de ligação.  

A ideia de se testar o desequilíbrio de ligação entre os SNPs foi a de identificar 

variantes comuns que possam estar em desequilíbrio de ligação com variantes de maior efeito 

genético e funcional, que resultam na associação observada (Gibson et al., 2013).  O 

desequilíbrio de ligação da população do Rio de Janeiro reunindo os dados do 

sequenciamento e do PCR em Tempo Real, representados na Figura 9.3 (Anexo1), mostrou 

que existe um bloco bem definido formado pelos SNPs rs932972, rs1052176, rs1052177, 

rs4620533 e rs11264355, este último estando com forte LD com o SNP rs11264359 e LD 

moderado com rs4971072. A partir desses dados é possível identificar que o SNP rs8847 é 

candidato para o próximo estudo de associação, e como está localizado em uma região 3’-

UTR, ocasionalmente pode ser um SNP que esteja funcionalmente relacionado com o 

desfecho na hanseníase. Por fim, a análise dos SNPs rs8177970 e rs8177963 não detectou 
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associação pelo fato de apresentam uma frequência muito baixa na população e, por isso, são 

pouco informativos. 

Retornando ao estudo de associação, deve-se considerar que a população Brasileira 

tem descendência miscigenada com predominância Africana e Europeia, e devido às 

diferenças culturais próprias de colonização, é possível que estudos genéticos realizados com 

diferentes populações Brasileiras geograficamente distintas apresentem resultados 

controversos (Lins et al., 2010; Marchini et al., 2004). Assim, para se evitar associações 

espúrias, é necessário a avaliação da contribuição das etnias entre os indivíduos que compõe 

as populações de estudo (Manta et al., 2013).  Nesse caso, as associações genéticas geradas no 

presente trabalho foram corrigidas pelas co-variáveis sexo e etnia. Entretanto, um trabalho 

desenvolvido no nosso grupo de pesquisa tem o objetivo de definir a ancestralidade dos 

nossos bancos genéticos a fim de auxiliar nos ajustes dos testes de associação (trabalho em 

andamento).  

Além disso, conforme descrito anteriormente, há uma forte pressão seletiva por 

patógenos sendo exercida sobre a região do PKLR. A hipótese da malária como potente força 

evolutiva que modifica as frequências de polimorfismos associados às doenças mendelianas, 

como a anemia falciforme, talassemias e a deficiência de enzimas glicolíticas já é muito bem 

descrita na literatura (Kwiatkowski, 2005). Sugere-se que o aumento da frequência de 

mutações que provocam anemias hemolíticas na África seja uma estratégia evolutiva para 

proteger os indivíduos contra o Plasmodium sp. (Jacobash et al., 1996). A malária é uma 

doença que provoca milhões de mortes anualmente no continente Africano, afetando 

principalmente as crianças. Sendo assim, indivíduos que apresentam variações que favorecem 

marginalmente a resistência a malária, mas que não apresentam necessariamente os sintomas 

clínicos de anemia, são selecionados positivamente (Ayi et al., 2009). Estudos demonstraram 

que a região do PKLR é altamente conservada para manter a proteção contra a malária (Alves 

et al., 2010). Portanto, sabendo que herança Africana é relevante na miscigenação da 

população Brasileira, é muito provável que essas regiões conservadas tenham sido 

transmitidas para a nossa população. 

Por outro lado, a pressão seletiva por patógenos também caminha em direção a 

suscetibilidade a patógenos intracelulares, como o visto para Salmonella sp. (Roy et al., 2007; 

Min-Oo et al., 2003). Essa hipótese foi elaborada em modelos murinos e pode expressar o que 

ocorre no fenótipo de deficiência da PK em humanos, já que os animais sofrem de anemia 

hemolítica e apresentam reticulocitose, característica marcante em pacientes PK deficientes 

(Min-Oo et al., 2004). É importante ressaltar que não somente o PKLR, mas mutações em 
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outros genes, como o G6PD e genes de alfa talassemias também são exemplos de genes que 

estão sofrendo a seleção pela malária (Purohit et al., 2014; Hedrick, 2012). 

Ainda, sugerimos que a pressão seletiva sobre o PKLR foi observada na comparação 

entre a população do Rio de Janeiro e de Moçambique. Já foi visto na literatura que os 

polimorfismos nesse gene aparecem com frequências significativamente alteradas entre a 

população Africana e a população Europeia (Alves et al., 2010). Esse fato se repete nas 

populações testadas neste trabalho, em que observamos que as frequências alélicas se 

invertem entre as populações, ou seja, alelos que são majoritários em Brasileiros apresentam-

se como minoritários em Moçambicanos. Isso pode ser explicado quando observamos o SNP 

rs4971072, por exemplo, sugerindo que o alelo G desse SNP é marcador de resistência à 

malária em Africanos, e então a sua frequência deve estar se mantendo seletivamente 

aumentada nesta população. Já em Brasileiros, devido a contribuição de miscigenação com a 

participação relevante da população Europeia, o alelo G independentemente de ser um alelo 

de risco ao desenvolvimento de doenças infecciosas, tem a frequência diminuída no Rio de 

Janeiro. Isso nos leva a propor que provavelmente o efeito observado no Rio de Janeiro é 

referente a um efeito local da ancestralidade Africana nesta população. De fato, dados não 

mostrados aqui sugerem que a tentativa de replicação do estudo caso-controle em uma 

população de outra cidade, Rondonópolis (Mato Grosso do Sul), não reproduz os achados, 

indicando que a contribuição Africana naquela população pode estar interferindo na detecção 

da replicação genética. 

Tendo em vista a importância da validação funcional nos estudos de associação 

genética, a análise da correlação genótipo-fenótipo do presente trabalho foi baseada em 

conceitos fundamentados na literatura. Sabe-se que no ambiente do hospedeiro, a produção de 

sideróforos e métodos alternativos de captação de ferro em patógenos intracelulares, 

especialmente em micobactérias, já é muito bem descrito. Entretanto, pouco se sabe sobre a 

regulação do ferro na célula infectada e a importância desse elemento para a patogênese de 

doenças micobacterianas (Dussurget et al., 1998).  Um dos motivos que provocam aumento 

de ferro em macrófagos, durante a inflamação por exemplo, é a ligação da hepcidina 

(hormônio regulador de ferro) ao receptor ferroportina, evitando a saída de ferro da célula 

(Nemeth et al., 2004). Outro mecanismo descrito na literatura e correlacionado à hipótese 

deste trabalho, detalhado posteriormente, é a ligação do complexo haptoglobina-hemoglobina 

ao receptor de macrófagos CD163 durante os eventos de hemólise (Kristiansen et al., 2001). 

A hemólise intravascular é um evento fisiológico que pode ser tornar crônico em 

determinadas patologias, como na anemia falciforme ou anemia hemolítica. O metabolismo 
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de hemoglobinas em macrófagos também é uma função fisiológica principal em macrófagos 

de tecido para manter a homeostase do ferro no organismo (de Back et al., 2014). O efeito 

funcional sugerido neste trabalho relaciona-se ao aumento sutil da hemólise em hemácias 

prematuras devido à presença do haplótipo rs11264359G/rs4971072G no gene PKLR. Esses 

polimorfismos não provocam alterações em nível de desordem metabólica (como visto na 

anemia hemolítica clássica), mas aumentariam a suscetibilidade a patógenos intracelulares, 

como no caso da hanseníase. 

A fim de encontrar a explicação biológica para a associação encontrada, o presente 

estudo incluiu a quantificação dos níveis de ferro, ferritina, capacidade total de ligação do 

ferro (TIBC), índice de saturação da transferrina (IST) e haptoglobina, que foram analisados 

conjuntamente com os genótipos dos indivíduos estudados. A escolha destes mediadores foi 

fundamentada em dados disponíveis na literatura e os indivíduos analisados não apresentaram 

histórico de doença crônica, alcoolismo ou doenças hepáticas. Além disso, a coleta de sangue 

foi realizada pela manhã, considerando que as concentrações de ferro no organismo sofrem 

variação circadiana. Os resultados gerados sugerem que a presença do alelo G em homozigose 

para o SNP rs11264355 foi significativamente associado ao aumento de ferritina. Apesar de 

os dados não resultarem em significância para os SNPs rs11264359, rs4620533 e rs4971072, 

observamos que a presença do alelo G para os quatro SNPs estudados manifestam uma 

tendência de aumento de ferritina, mas não de ferro sérico em indivíduos sadios. Contudo, 

visualizamos uma sutil diferença na distribuição de ferro para os SNPs rs11264359 e 

rs4971072 (possíveis “tag SNPs”) em relação ao ferro. A ausência de significância para o 

ferro sérico entre os genótipos era esperada, já que a forma livre desse elementoo é altamente 

tóxica para a célula e, consequentemente, deve estar dentro de um limite de normalidade. Para 

evitar o estresse oxidativo, as proteínas plasmáticas, ferritina e transferrina, acoplam-se ao 

ferro livre e o direcionam para o armazenamento e transporte, respectivamente (Kohgo et al., 

2008). Assim, o excesso de ferro pode estar mascarado por proteínas reguladoras desse 

elemento, portanto se faz necessário a análise de outros biomarcadores conjuntamente para 

definir se o ferro está ultrapassando os limites desejáveis. 

 A ferritina funciona como “captador” de ferro, diminuindo a disponibilidade desse íon 

para patógenos oportunistas (Thein, 2013). A ferritina circulante revela diretamente o estoque 

de ferro presente no organismo, sendo um dos principais parâmetros para o diagnóstico de 

anemia ferropriva e excesso de ferro (Grotto, 2010). É considerada um bom marcador dos 

níveis de ferro em comparação com a transferrina, níveis de ferro sérico e proteína C reativa 

(Rostoker et al., 2015) e encontra-se aumentada em doenças crônicas e inflamatórias, doenças 
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autoimunes e doenças hepáticas (Vanarsa et al.,2012). Nos indivíduos do estudo, o acúmulo 

de ferro em indivíduos que carreiam o genótipo GG  para o SNPs rs11264355 foi observado 

pelo aumento dos níveis de ferritina. Vale ainda ressaltar que o aumento de ferritina já foi 

visto em indivíduos PK deficientes que não apresentavam mutações nos genes de 

hemocromatose, indicando que essa é uma característica da anemia hemolítica (Mojzikova et 

al., 2014). Com isso, os dados sugerem que variações genéticas que contribuem para o 

fenótipo de elevação dos níveis de ferro (observado pelo dado de ferritina) em indivíduos 

saudáveis são alterações sutis que não contribuem para o quadro de anemia, mas sim para a 

desregulação da homeostase do ferro. 

Outro parâmetro que indicou relação com a presença do alelo G foi a haptoglobina, 

que sugeriu aumento na presença do genótipo GG para os quatro SNPs analisados, apesar de 

não mostrar significância em indivíduos sadios. Todavia, o nível sérico de haptoglobina foi 

significativamente alterado na presença do alelo G para os SNPs rs11264355, rs11264359, 

rs4620533 e rs4971072 em pacientes. Este foi o único parâmetro medido neste grupo de 

indivíduos. Observamos também que o nível global de haptoglobina em pacientes apresentou-

se significativamente aumentado quando comparado aos controles, o que seria esperado 

devido ao papel modulador da haptoglobina em desordens inflamatórias (Guetta et al., 2007). 

Curiosamente, o aumento significativo de haptoglobina em carreadores do genótipo GG para 

os quatro SNPs analisados é um efeito observado apenas entre pacientes. Sugerimos que a 

presença dos SNPs tem maior influência perante a infecção por M. leprae ou progressão para 

a hanseníase, ocasião em que a haptoglobina passa a ter um papel mais relevante.  

Até o momento, a haptoglobina é descrita como a principal molécula na remoção de 

hemoglobina liberada pela ruptura de eritrócitos, e juntamente com o receptor CD163, forma 

o principal mecanismo de homeostase de hemácias e ferro na célula (Shaer et al., 2006). O 

aumento de haptoglobina é acompanhado da maior expressão de CD163, já observado em 

tuberculose, mostrando que a dependência desse receptor para a haptoglobina (Knudsen, 

2005). Assim, o achado para haptoglobina corrobora os resultados para ferritina, uma vez que 

havendo maior liberação de hemoglobina em indivíduos que carreiam o genótipo GG do SNP 

rs11264355, se torna necessário uma maior expressão de haptoglobina para conduzir a 

hemoglobina livre para dentro da célula.  

Apesar dos esforços da célula hospedeira na ativação da resposta antimicrobiana, 

sabe-se que o M. leprae é capaz de subverter os mecanismos de defesa e modular a 

maquinaria celular a favor da sua disseminação (Hashimoto et al., 2002). Uma das estratégias 

do bacilo é utilizar as reservas de ferro da célula fagocítica para sustentar a infecção. Outros 
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fatores, associados às alterações em hemácias, parecem estar favorecendo a sobrevivência 

desse patógeno. Dados da literatura sugerem que a quebra de heme pela HO-1 

(hemeoxigenase-1), enzima que degrada o heme, induz a liberação de citocinas IL-10 e IL-4, 

regulando negativamente a resposta microbicida (Buechler, 2000). Além disso, a ligação do 

complexo Hb-Hp ao receptor CD163 também está correlacionado à liberação de IL-10 e 

outros mediadores anti-inflamatórios no macrófago in vivo. Por fim, o perfil de citocinas anti-

inflamatórias induzidos por estes mecanismos poderia levar a uma resposta Th2, o qual é 

favorável para o desenvolvimento da hanseníase. Esse fato já foi visto em pacientes 

lepromatosos (Moura et al., 2012). Com isso, estes dados conduzem à ideia de que a 

predisposição provocada por um leve aumento de ferro na célula é fortalecida pela modulação 

negativa da atividade microbicida, induzindo a um perfil compatível com a sobrevivência do 

M. leprae.  

Tendo em vista a atividade da piruvato kinase, esperava-se que a presença do alelo G 

relacionado aos “tag SNPs” rs11264359 e rs4971072 estaria associado às menores atividades 

da enzima em hemácias. Porém, isso não foi diretamente observado e a explicação pode ser 

elaborada. Trabalhamos aqui com células humanas, que apresentam uma grande variabilidade 

interindividual. Além disso, sabe-se que mesmo na deficiência da PK, os pacientes podem 

apresentar atividade enzimática normal ou aumentada (Miwa, 1980). Nem sempre o 

diagnóstico da deficiência é dado pela diminuição da atividade enzimática, frequentemente 

estes pacientes apresentam aumento de 2,3-difosfoglicerato e diminuição de ATP, 

características que auxiliam no diagnóstico. Estudos defendem que nem sempre as anemias 

são acompanhadas da diminuição de atividade da PK. Acredita-se que se a enzima deficiente 

for estável e constante, ela não é responsável pela destruição em massa de hemácias que 

geram a anemia hemolítica (Martinov et al., 2000). Aliás, a atividade enzimática também 

pode estar modificada por variações em outros genes, como o P5N (Miwa et al., 1985). 

Recentemente, van Oirschot e colaboradores sugeriram que existe um lócus ainda não 

identificado que segrega independentemente do lócus do PKLR e carreia mutações 

responsáveis pelo fenótipo de hiper-reatividade da PK. Acredita-se que esse lócus esteja 

regulando o aumento da expressão da PK, e também possa estar relacionado à diminuição da 

atividade da PK em pacientes que não apresentam as mutações causais (van Oirschot et al., 

2014). Com isso, resta-nos prosseguir cuidadosamente com a avaliação da atividade da PK, 

aumentando o número amostral e comparando aos dados da literatura também em amostras de 

pacientes.  
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Diante dos assuntos discutidos, a relação genética-funcional discorrida neste trabalho 

está resumida na Figura 6.1. Sugerimos que polimorfismos no gene ou regiões flanqueadoras 

do PKLR (Machado et al., 2010) poderiam estar diminuindo os níveis de ATP gerados pela 

piruvato kinase durante a glicólise. As hemácias de indivíduos que carreiam o alelo G dos 

SNPs rs11264355, rs11264359, rs4620533 e rs4971072 sofreriam lise mais precocemente 

(devido a menor meia-vida), liberando hemoglobina no meio extracelular (Kaestner et al., 

2014). A haptoglobina se liga aos dímeros de hemoglobina, formando um complexo que é 

internalizado para o macrófago mediante o receptor CD163.  Dentro do macrófago, a enzima 

hemoxigenase (HO-1) quebra o heme em ferro (Fe+²), bilirrubina e CO (Mendonça et al., 

2012). O ferro liberado tem dois possíveis destinos dependendo da demanda de ferro do 

organismo. Se a necessidade for baixa, ele permanecerá na célula acoplado pela ferritina. Se 

houver necessidade de ferro, ele será transportado para fora da célula pela ferroportina, 

oxidado a Fe+3 para ser transportado pela transferrina (Tfr no plasma) (Grotto et al., 2008). 

Após a exposição e fagocitose do M. leprae, havendo condições vantajosas de sobrevivência, 

como uma sobrecarga de ferro, os bacilos conseguirão um nicho favorável para replicação.  

 

 

Figura 6.1 - Mecanismo de sobrevivência micobacteriana na presença de ferro. O esquema ilustra a possível 

via na qual o heme proveniente da lise de hemácias provoca a liberação de ferro no interior de macrófagos, que 

será utilizado para a sobrevivência do Mycobacterium leprae. A Hb liberada forma o complexo com a Hp e é 

internalizada via receptor CD163. A HO-1 catalisa a degradação do heme, liberando Fe+2, que por sua vez pode 

seguir dois caminhos dependendo da necessidade da célula. Não havendo necessidade de exportar Ferro através 
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da Tfr, o ferro é acumulado na célula em forma de ferritina, favorecendo um nicho rico nesse elemento. 

Acredita-se que a presença do genótipo GG dos polimorfismos rs11264355, rs11264359, rs4620533 e rs4971072 

esteja ligada à modulação de um perfil favorável à suscetibilidade a patógenos intracelulares. HO-1 - 

hemeoxigenase; Hp – haptoglobina; Hb – hemoglobina; CO – monóxido de carbono; Trf – transferrina.  

 

A hanseníase foi a primeira doença com caráter multigênico a ser descrita na literatura e 

representa um bom modelo de estudo de doenças infecciosas, já que a baixíssima 

variabilidade do Mycobacterium leprae fortalece a contribuição genética do hospedeiro para o 

desenvolvimento das formas clínicas (Alcaïs et al., 2009; Moraes et al., 2006). Além disso, 

considerando-se que as vias de regulação e ativação de resposta imune entre as doenças 

infecciosas se sobrepõem, é possível extrapolar a ocorrência de fatores de suscetibilidade para 

doenças que compartilham o mesmo tipo de interação patógeno-hospedeiro. Portanto, 

acreditamos que o modelo de associação do PKLR aqui estabelecido com base no modelo 

experimental de hanseníase pode também ocorrer para outros patógenos intracelulares.  

Por fim, o presente trabalho sugere o efeito de pegadas evolutivas na população 

Africana com impacto direto em Brasileiros que levaria a uma variação funcional associada a 

suscetibilidade a patógenos intracelulares. Para o melhor entendimento dessa associação, 

devemos expandir o estudo dos SNPs na região do PKLR. Devemos considerar ainda que é 

provável que outros genes também estejam atuando nestes desfechos fenotípicos, 

considerando que existe uma gama de genes que regulam as concentrações de ferro no 

organismo. Por fim, os resultados apresentados no presente estudo podem contribuir para uma 

expansão do modelo atual de suscetibilidade genética à hanseníase, ao permitirem a inclusão 

de novos genes que participam dos mecanismos de suscetibilidade à doença. 
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7. CONCLUSÃO 
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O estudo permitiu ampliar os marcadores genéticos no gene PKLR associados com a 

suscetibilidade a hanseníase na população Brasileira. Assim, concluímos que: 

a) Os SNPs rs11264355, rs11264359, rs4620533 e rs4971072 (carreadores do alelo 

G) estão associados ao risco de desenvolvimento da hanseníase na população 

Brasileira, ao passo que os SNPs rs8177970 e rs8177963 não são informativos; 

b) O haplótipo rs11264355G/rs11264359G/rs4620533G/rs4971072G está associado a 

suscetibilidade à hanseníase na população Brasileira; 

c) Em Moçambicanos, os SNPs rs4620533 e rs4971072 não apresentaram associação 

com a tuberculose; 

d) A presença do genótipo GG para os SNPs 11264355 está associado ao aumento da 

ferritina em indivíduos saudáveis; 

e) Os níveis de haptoglobina são maiores em pacientes quando comparado aos 

controles, e o genótipo GG está associado aos maiores níveis de haptoglobina em 

pacientes; 

f) A atividade enzimática não sofreu alteração na presença do alelo G em hemácias e 

PBMC. 
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Anexo 1 - Mapa de LD nas populações CEU e YRI 

 

 

Figura 9.1 - Mapa de LD na população CEU (HapMap). Uma escala de branco até preto 

pode ser observado: branco – LD fraco (r²<50); cinza – LD moderado fraco (50<r²<80) e 

preto – LD forte (r²>80). Os losangos pretos sem numeração representam r²=100.  

O mapa de LD da população de descendência europeia apresenta um bloco de SNPs 

majoritário (representado pelo plot completo), embora alguns subagrupamentos que estão em 

forte desequilíbrio entre os SNPs possam ser observados (Figura 1). No mapa de LD da 

população africana observa-se maior número de SNPs na região, sendo que a maioria não se 

encontra em desequilíbrio de ligação (Figura 2). Um bloco formado pelos SNPs rs932972, 

rs1052176 e rs1052176 com forte LD é visualizado. 
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Figura 9.2 - Mapa de LD da população YRI (HapMap). Uma escala de branco até preto 

pode ser observado: branco – LD fraco (r²<50); cinza – LD moderado fraco (50<r²<80) e 

preto – LD forte (r²>80). Os losangos pretos sem numeração representam r²=100. 

 

A seleção dos SNPs candidatos partiu do princípio da escolha de SNPs que não 

apresentaram forte LD com os SNPs rs11264355 e rs11264359, que foram anteriormente 

estudados. Essa estratégia baseou-se na tentativa de desvendar a existência de outro “tag 

SNP” que poderia estar associado à hanseníase de forma independente, capturando a 

informação genética de outra região do PKLR. Logo, a população africana (YRI) foi utilizada 

como base na seleção dos SNPs, dentre os quais aqueles que não se encontraram com forte 

desequilíbrio com o SNP rs11264355 e rs11264359 foram selecionados. 
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Figura 9.3 - Mapa de LD da população do Rio de Janeiro. Os dados do sequenciamento e 

do PCR em Tempo Real foram utilizados para a construção desse mapa. N=80 indivíduos. 

Uma escala de branco até preto pode ser observado: branco – LD fraco (r²<50); cinza – LD 

moderado fraco (50<r²<80) e preto – LD forte (r²>80).  
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